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RESUMO 
 
A utilização de sistemas empregando células de levedura imobilizadas é uma técnica promissora 
para a produção de etanol devido a possibilidade de aplicação em leito fixo em processo 
contínuo. O presente trabalho tem como objetivo principal estudar a fermentação alcóolica em 
um biorreator de leito fixo, utilizando a cepa JAY270 de Saccharomyces cerevisiae 
imobilizadas em alginato de cálcio revestido com quitosana. Foram realizados ensaios de 
fermentação em regime batelada com células livres e imobilizadas em alginato cálcio 
revestido com quitosana, com concentração de glicose de 100 g/L como fonte de carbono. Os 
ensaios em batelada com células imobilizadas foram realizadas em oito bateladas sucessivas 
reutilizando os microrganismos imobilizados nas esferas de alginato, totalizando 94 horas de 
processo. Foram realizadas fermentações alcoólicas em biorreator de leito fixo, em sistema 
contínuo, com alimentação na base e retirada de produto no topo, com células de 
Saccharomyces cerevisiae cepa JAY270, imobilizadas em esferas de alginato de cálcio 
revestido com quitosana utilizando meio de cultura enriquecido com 100 g/L de glicose. O 
comportamento destes sistemas foram avaliados através de dados de concentração de 
substrato, produto e de células. Determinou-se os fatores de conversão (YP/S, YX/S e YX/P), o 
rendimento (R) e produtividade (θ). As fermentações em batelada mostraram que a levedura 
utilizada apresenta bom desempenho fermentativo com uma produção de etanol de 49,26 g/L, 
rendimento de 74,44% e produtividade de 9,01 g/L.h para fermentação com células livres. 
Para fermentações em batelada com células imobilizadas a produção média de etanol nas oito 
bateladas foi de 46,02 g/L, rendimento de 89,51% e produtividade de 5,58 g/L.h, sendo que 
ao final da oitava batelada grande parte das esferas ainda continuavam íntegras. Foram 
realizados quatro teste de fermentação em leito fixo, com média de 100 horas de processo. Foi 
avaliado a resistência mecânica das esferas e as que possuíam o recobrimento com quitosana 
apresentaram melhores resultados com cerca de 40% de esferas inteiras. No Teste-III foi 
realizado um estudo do impacto da variação da vazão nos demais parâmetros do processo e a 
vazão que apresentou melhores resultados foi de 1,5 ml/min com uma produção média de 
etanol de 48,53 g/L, rendimento de 96,30% e produtividade de 20,89 g/L.h. Procedeu-se o 
ajuste dos dados experimentais com o auxílio do programa Polymath, utilizando método de 
Range-Kutta de 4ª ordem. A equação de Monod com adição do termo de inibição por produto 
e mais três equações de balanço de massa para fermentação alcoólica foi utilizada para o 
ajuste dos dados experimentais. A partir desse ajuste foi possível determinar valores para a 
velocidade específica de crescimento celular, µmax, e da constante de Monod, KS, para ambos 
os sistemas. Para fermentação em batelada obteve-se µmax de 0,05h
-1
 e KS de 48 g/L, já para a 
fermentação em leito fixo os valores foram de µmax igual a 2,03 h
-1
, KS igual a 45,50 g/L, para 
um primeiro refinamento das equações e de µmax de 1,87 h
-1
 e KS de 54,80 g/L para um 
refinamento adicional. Todos os ajustes tiveram um coeficiente de correlação R
2
 de 0,986. 
 
Palavras chaves : Fermentação, Saccharomyces cerevisiae, Leito Fixo, Alginatos, Quitosana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The use of systems employing immobilized yeast cells is a promising technique for producing 
ethanol due to the possibility of applying them in a fixed bed continuous process. This work 
had as main objective to study the alcoholic fermentation in a fixed-bed bioreactor using the 
JAY270 strain of Saccharomyces cerevisiae immobilized in chitosan-covered calcium 
alginate beads. Fermentation tests were carried out in batch system with free and immobilized 
in chitosan-covered calcium alginate beads, with a glucose concentration of 100 g/L as carbon 
source. The tests in batch with immobilized cells were carried out in eight successive batches 
reusing immobilized microorganisms in alginate beads, totaling 94 hours of process. 
Fermentations were conducted in a fixed-bed bioreactor in continuous system with feed 
medium in the base and product was collected at the top of the bioreactor using medium 
supplemented culture 100 g/L glucose. The behavior of these systems were evaluated by 
concentration data of substrate, product and cells. It was determined the conversion factors 
(YP/S, YX/S and YX/P), yield (R) and productivity (θ). The batch fermentations with free cells 
showed that the yeast used has good performance with an ethanol fermentative production of 
49.26 g/L, yield 74.44% and productivity of 9,01 g/L.h. For batch fermentations with 
immobilized cells the maximum production of ethanol was 46.02 g/L, yield of 89.51% and 
productivity of 5.58 g/Lh, and at the end of the eighth batch, most beads were still intact. Four 
fermentation tests were performed in a fixed bed, with an average of 100 hours of process. In 
Test III was studied of the impact of the flow variation was performed in the other process 
parameters. The flow presented the best results was 1.5 ml/min with an average ethanol 
production of 48.53 g/L, yield 96.30% and yield of 20.89 g /Lh The fit of the experimental 
data was proceeded with the aid of Polymath program using Range-Kutta method of 4th 
order. The Monod equation with the addition of inhibition by product term and three mass 
balance equations for fermentation was used to fit the experimental data. From this 
adjustment it was possible to determine values for the specific cell growth rate, μmax, and 
Monod constant, KS for both systems. For batch fermentation was obtained μmax of 0.05 h and 
KS
-1
 of 48 g/L. For fermentation in a fixed bed μmax values were equal to 2.03 h-1, KS equal 
to 45.50 g/L for a first refinement of the equations and μmax of 1.87 h
-1
 and KS of 54.80 g/L 
for further refinement. All settings had an R
2
 correlation coefficient of 0.986. 
Keywords : Fermentation, Saccharomyces cerevisiae, Fixed-bed, Alginates, Chitosan. 
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1. INTRODUÇÃO 
O aumento da poluição ambiental devido a emissão de poluentes oriundos dos 
combustíveis fósseis, bem como o gasto econômico para prevenção/remediação desse 
problema têm impulsionado a busca por alternativas que minimizem esses dois fatores. Dentre 
essas alternativas está o uso do etanol como fonte de energia “limpa” por este emitir menos 
poluente do efeito estufa se comparado com a gasolina, o diesel e a querosene.  
A produção de etanol pode ser realizada a partir da hidratação do etileno, 
utilizando ácido sulfúrico ou fosfórico como catalisadores ou através da redução do 
acetaldeído, por destilação de líquidos alcoólicos, como de cervejas, cidras, resíduos de 
vinificação, entre outros e também por rota biotecnológica, a partir da fermentação da 
biomassa agrícola, como por exemplo a utilização de cana-de-açúcar, por microrganismos, 
processo este predominante nas indústrias sucroalcooleiras do Brasil (BORGES, 2008; 
WENDHAUSEN et al., 2000). 
No Brasil a produção de etanol foi de 29,9, 28,6 e 26,1 bilhões de litros nos anos 
de 2015, 2014 e 2013, respectivamente, com uma taxa de crescimento anual de 14% 
(BRASIL, 2016), no entanto a demanda brasileira de etanol foi de 43,6 bilhões de litros em 
2015, segundo estimativas da Empresa de Pesquisa Energética - EPE (BRASIL, 2015). O 
déficit é significativo, cerca de 31,4%, e demonstra que há um grande potencial para produção 
de etanol, assim, o desafio aqui está em identificar as limitações dos processos fermentativos 
industriais e promover desenvolvimentos tecnológicos que forneçam alta produtividade 
gerando maior custo-benefício, bem como suprir a demanda do país.  
Tradicionalmente as destilarias e usinas brasileiras usam o sistema descontínuo ou 
de batelada alimentada. O primeiro por apresentar melhor assepsia e o segundo por 
proporcionar maiores rendimentos, devido ao controle da concentração de substrato, produtos 
e biocatalisador no caldo fermentativo (BORGES, 2008). O uso do sistema contínuo, que 
pode suprir muitas das deficiências dos dois últimos processos mencionados, ainda é pouco 
explorado no país, devido às dificuldades de controles operacionais, bem como aos custos de 
investimentos iniciais em melhorias na produção, pois requerem controles operacionais mais 
automatizados (GHORBANI, 2011), é claro que em um primeiro momento encarece o 
processo, mas traz benefícios como maior produtividade e economia ao processo no médio e 
longo prazos. No Brasil, o processo predominante de fermentação utiliza células livres no 
meio, o que demanda o uso de centrífugas para separação do mosto das células de 
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microrganismos, que normalmente, encarece a produção, pois demandam manutenções 
constantes.  
Uma alternativa, de importância significativa, para otimização do processo 
fermentativo está na aplicação da técnica de imobilização celular, que possui vantagens, como 
menor possibilidade de inibição causada pela alta concentração de substrato e produto, 
utilização de alta densidade celular por unidade de biorreator, reutilização dos 
biocatalisadores em bateladas sucessivas aumentando a produtividade, e um menor consumo 
de energia devido à eliminação da etapa de centrifugação para separar as células do meio de 
fermentação (COVIZZI, 2007; NAJAFPOUR et al., 2004), pois uma filtração pode suprir a 
etapa de separação por centrífugas. As células imobilizadas também podem ser empregadas 
em biorreatores de leito fixo com sistema contínuo, aumentando o tempo de utilização do 
biocatalisador. Diversos trabalhos na literatura apresentam vantagens do uso de células 
imobilizadas frente ao uso de células livres (DUARTE, 2011; NOGUEIRA, 2009; PLESSAS 
et al., 2007; SREE et al., 2000; WENDHAUSEN et al., 2000; JOEKES et al.,1998; ROCA et 
al., 1995; WILLINMS e MUNNECKE, 1981). 
Desde a década de 90, existem estudos de fermentação em leito fixo com células 
imobilizadas em alginato de cálcio, e que apresentam bons resultados de produtividade em 
etanol e de tempo de processo sem substituição do leito (GHORBANI et al., 2011; 
NAJAFPOUR et al., 2004; RIGO, 2001; TYAGI et al., 1992; SANCHEZ et al. 1996; 
NAGASHIMA et al., 1983). Porém, ainda não há dados sobre a fermentação em leito fixo em 
sistema contínuo utilizando esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana. Assim, este 
trabalho com revestimento busca uma melhor performance quanto a resistência da matriz de 
imobilização e, consequentemente, uma maior duração do processo, sem a troca do 
biocatalisadores. 
Neste estudo, o gel de alginato de cálcio foi escolhido como suporte de 
imobilização da levedura Saccharomyces cerevisiae, cepa JAY270, uma vez que este 
polímero natural é um suporte de grande aplicabilidade na imobilização de células. 
Apresentando ótimo desempenho na fermentação, quando submetido ao processo de 
imobilização por aprisionamento em matrizes, que possui uma boa porosidade e resistência às 
condições de fermentação, sobretudo à alta concentração de substratos e produto no meio, o 
que basicamente acontece nas destilarias brasileiras com o uso de substratos com mais de 
20% de açúcares fermentescíveis.  
A fim de aumentar a resistência das matrizes imobilizadoras, algumas alternativas 
têm sido estudadas, como a adição de Al
3+
 (ROCA et al., 1995) e a utilização de revestimento 
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de esferas de alginato com quitosana (DUARTE, 2011), um copolímero linear oriundo de um 
polissacarídeo encontrado no exoesqueleto de crustáceos e insetos (KUBOTA et al., 2000) e 
que possui boa aderência ao gel de alginato (DUARTE, 2011).  
Outro ponto de extrema importância em estudos de processos fermentativos é a 
obtenção de dados cinéticos que são essenciais para se projetar adequadamente uma unidade 
industrial de produção, devido à utilização desses parâmetros na simulação de sistemas com 
diferentes condições de operação, evitando assim, a necessidade da realização de novos 
experimentos (VIEGAS, 2003). E devido à multiplicidade do metabolismo celular, em 
diferentes condições de reações, existem diversos modelos matemáticos desenvolvidos para 
experimentos específicos (BONOMI e SCHMIDELL, 2001; HISS, 2001; ATALA et al., 
2000; BIROL et al., 1998; MOULIM et al. 1980; GHOSE e TYAGI, 1979), necessitando de 
estudos complementares de fermentação para a obtenção de dados cinéticos e otimização de 
processo. 
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2. OBJETIVOS 
O objetivo principal deste trabalho é estudar a fermentação alcoólica em um 
biorreator de leito fixo com células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em alginato 
de cálcio revestido com quitosana.  
2.1. Objetivos específicos  
 Estudar a fermentação alcoólica em regime de batelada com células de 
Saccharomyces cerevisiae livres no meio, imobilizadas em esferas de alginato de 
cálcio e imobilizadas em esferas de alginato de cálcio revestidas com quitosana; 
 Avaliar a capacidade de absorção da glicose e do etanol nas esferas de alginato 
de cálcio com e sem revestimento de quitosana; 
 Determinar parâmetros cinéticos nas fermentações em batelada e aplicar esses 
valores no desenvolvimento da modelagem matemática das fermentações em 
leito fixo. 
 Comparar os valores ajustados aos valores experimentais. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
3.1. Etanol: características, produção e aspectos econômicos no Brasil  
O etanol (C2H5OH) é um composto orgânico, incolor, volátil, inflamável e 
totalmente solúvel em água. É utilizado mundialmente como combustível automotivo devido 
a seu elevado índice de octano (108) e bom teor de oxigênio (35%), o que atribui uma rápida e 
limpa combustão quando comparado à gasolina (SILVA, 2009). 
O etanol pode ser obtido de três formas: (1) por destilação de líquidos alcoólicos 
(cervejas, cidras, resíduos de vinificação, entre outros); (2) por via sintética, a partir da 
hidratação do etileno e etino ou a partir de gases de petróleo e hulha; (3) e por via 
fermentativa através da fermentação de açúcares (glicose, sacarose e frutose) presentes em 
produtos de origem agrícola por microrganismos específicos (leveduras) sob condições 
anaeróbias. Esse último processo é mais predominantemente utilizado, sobretudo no Brasil 
devido à ampla disponibilidade de matéria-prima e as condições de clima e solo favoráveis ao 
cultivo das mesmas. 
Segundo relatos na literatura, a fermentação alcoólica foi efetuada 
quantitativamente por Lavoisier, em 1789. Porém, coube a Pasteur, a partir de 1857, a 
explicação clara sobre a natureza da fermentação alcoólica. Segundo ele, 100 partes de 
sacarose proporcionam 105,4 partes de açúcar invertido, que, por sua vez, produzem 51,1 
partes de etanol, 49,4 partes de gás carbônico, 3,2 partes de glicerol, 0,7 parte de ácido 
succínico e uma parte de outras substâncias (MENEZES, 1980). 
Considerado um combustível secundário por necessitar de uma etapa de 
processamento para preparar a matéria-prima, o etanol pode ainda ser classificado em: (1) 
etanol de primeira geração, obtido diretamente do processamento (moagem) da matéria-
prima; (2) etanol de segunda geração, obtido do processamento de resíduos lignocelulósicos, 
como por exemplo, o bagaço de cana-de-açúcar, a palha de trigo, a casca de café e resíduos da 
indústria de papel de celulose; (3) etanol de terceira geração, obtido através de algas 
(FASAHATI et al. 2015; HARGREAVES, 2013). No entanto, a terceira via de geração de 
etanol é pouco explorada industrialmente. A Figura 1 apresenta um esquema simplificado da 
produção de álcool segundo cada classificação citada anteriormente.  
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Figura 1- Rota de produção de etanol para diferentes matérias primas 
 
 
No Brasil, a produção de álcool iniciou-se em 1927, porém, foi apenas a partir da 
década de 70, devido a uma grande crise no mercado do petróleo que o país desenvolveu um 
potencial de produção e consumo do etanol como combustível. Essa mesma crise ocasionou 
uma alta do preço da gasolina no mercado interno e aumentou a dependência do país ao 
mercado externo, uma vez que em 1973 cerca de 80% do petróleo utilizado no Brasil era 
importado (CERQUEIRA et al., 2009). Nessa mesma época, através do lançamento do 
Programa Nacional do Álcool (ProAlcool), o governo impulsionou a produção de etanol 
através da cana-de-açúcar para fins combustíveis. Atualmente, a produção desse combustível 
tem como motivações: a preocupação com a qualidade do ar com redução de gases do efeito 
estufa lançado à atmosfera e a manutenção de empregos ligados direta e indiretamente à 
fabricação do produto. Desse modo, há uma busca expressiva por novas tecnologias para esse 
fim (LIU et al. 2009; NAJAFPOUR et al., 2004).  
Além do potencial de produção de matéria-prima no Brasil, a indústria 
sucroalcooleira nacional é estimulada pelo crescimento das vendas de veículos tipo 
bicombustíveis (CANILHA et al., 2011) e pelo aumento do teor deste combustível à gasolina 
que, segundo documento publicado em 6 de março deste ano pelo Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento, será obrigatória a adição de 27% (v/v), a partir do dia 16 de março 
de 2015 (BRASIL, 2015a). A produção de etanol no Brasil foi de 29,9, 28,6 e 26,1 bilhões de 
litros nos anos de 2015, 2014 e 2013, respectivamente, com uma taxa de crescimento anual de 
14% (BRASIL, 2016), no entanto a demanda brasileira de etanol foi de 31,4 bilhões de litros 
em 2015, segundo estimativas da Empresa de Pesquisa Energética - EPE (BRASIL, 2015b). 
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3.2. Processos fermentativos  
Biorreator ou reator bioquímico é um reator onde ocorre reações químicas 
catalisadas por “biocatalisadores” que podem ser enzimas ou células íntegras. A função 
principal de um fermentador (biorreator) é a de proporcionar um ambiente controlado que 
permita o crescimento eficiente das células e a consequente obtenção do produto de interesse. 
Alguns fatores afetam diretamente no desempenho satisfatório de todo o processo bioquímico, 
de modo que, para projetar um biorreator alguns pontos importantes devem ser bem definidos, 
como materia-prima e biocatalisador (microrganismo ou enzimas), configuração do 
biocatalisador (livres ou imobilizados), conhecimento do metabolismo e atividades 
microbianas, quantidade e características do produto e subprodutos a se obter, além do 
balanço de massa e energia do sistema (FOGLER, 2012).  
As fermentações industriais podem ser classificadas de acordo com os tipos de 
alimentação dos biorreatores em contínuos ou descontínuos. Um grande avanço na produção 
industrial de etanol foi alcançado na década de 30 quando surgiu, na França, o processo 
Melle-Boinot, o qual consiste na reutilização de parte do conteúdo de uma batelada com alta 
concentração de microrganismo, em uma batelada subsequente juntamente com a alimentação 
do substrato realizada em um determinado tempo. No Brasil esse processo passou a ser 
chamado de batelada-alimentada (MARTINEZ, 2007).   
Os equipamentos nas usinas e destilarias são de aço, normalmente fechados para 
evitar perda por evaporação e/ou contaminação. Além disso, as dornas de fermentação são do 
tipo tanque agitado e operam em uma faixa de temperatura entre 33-35°C. Após a 
fermentação, o mosto fermentado segue para a etapa de destilação onde há a purificação do 
etanol, obtedo-se etanol hidratado (97,2% de etanol em volume) ou etanol anidro (99,9% de 
etanol em volume). A planta de produção é composta ainda por um sistema de lavagem do gás 
de saída para a recuperação do etanol evaporado que corresponde a 1,5% de todo etanol 
gerado (PACHECO, 2010; MARTINEZ, 2007). 
3.2.1. Processo em batelada 
O processo em batelada, também conhecido como processo descontínuo, é 
amplamente utilizado em usinas e destilarias brasileiras, devido a facilidade de assepsia 
durante o processo.  Nesse sistema geralmente são utilizados dornas (biorreatores) de pequeno 
volume, o que leva à produção de baixas quantidades de produto por batelada. Quanto ao 
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funcionamento, o meio fermentativo (mosto) esterilizado presente no fermentador é inoculado 
com o microrganismo (levedura) e depois incubado, a fim de que a fermentação possa se 
processar sob condições ótimas. O enchimento da dorna é instantânea, o que distingue esse 
processo do processo batelada alimentada. Outro aspecto importante é que durante o processo 
fermentativo nada é adicionado ou removido da dorna, exceto ácidos e bases para controle de 
pH, de antiespumante, dentre ouros compostos em quantidades que não influenciem 
significante no volume final (MARTINEZ, 2007). 
A fermentação nesse sistema é finalizada quando se atinge uma conversão 
máxima em produto correspondente à fonte de carbono utilizada. Neste instante, descarrega-
se a dorna e após o processo de limpeza, a dorna é esterilizada e recarregada com um novo 
inóculo e novo mosto para uma nova fermentação. O meio fermentado é encaminhado para as 
etapas de recuperação e purificação do produto.  
A operação em batelada tem como vantagens a assepsia do processo, diminuindo 
os riscos de contaminação, apresenta grande flexibilidade de operação, devido ao fato de 
poder utilizar os fermentadores para a fabricação de diferentes produtos e melhor condição de 
controle com relação à estabilidade genética do microrganismo. As desvantagens são os 
baixos rendimentos e produtividades devido a maior possibilidade de inibição por substrato e 
produto e o tempo de duração de cada etapa do processo, descarga, lavagem, esterilização e 
nova carga do biorreator, para uma nova fermentação (CARVALHO e SATO, 2001). 
3.2.2. Processo batelada alimentada 
O processo batelada alimentada, também conhecido de Melle-Boinot, permite o 
controle e a adição de um ou mais nutrientes no fermentador de forma contínua ou 
intermitente, sendo que os produtos gerados permanecem no mesmo até o término da 
fermentação (CARVALHO e SATO, 2001). Nesse caso é comum o uso de várias dornas de 
fermentação independentes podendo ser operado com ou sem reciclo de células.  
Esse modo de operação tem se mostrado eficiente e versátil na grande maioria dos 
processos fermentativos, inclusive na produção de álcool, apresentando vantagens, como a 
reutilização dos agentes da fermentação alcoólica, menores riscos de contaminação, 
diminuição da inibição por substrato devido ao controle da concentração e vazão de entrada 
do meio fermentativo, a presença de um grande número de células viáveis no meio o que 
possibilita uma alta produtividade, menor tempo de fermentação e de consumo de nutrientes 
(BORGES, 2008; CARVALHO e SATO, 2001). Como desvantagens podemos citar a 
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possibilidade de mutações genéticas do microrganismo utilizado no processo fermentativo, 
pouco controle da cinética do processo, dificuldades de assepsia por longo período, 
dificuldade de se estabelecer um estado estacionário, em função das constantes variações de 
vazões de alimentações e nas concentrações de ART (Açúcares Redutores Totais) do mosto 
(MELLO, 2001). 
3.2.3. Processo contínuo 
O processo contínuo, como o próprio nome já diz, caracteriza-se por possuir uma 
alimentação contínua do meio de cultura, sendo o volume de reação mantido constante pela 
retirada contínua do caldo de fermentação (LIMA et al., 2001). Nesse sistema o objetivo é 
estabelecer o regime estacionário, isto é, manter as propriedades do meio constante com o 
tempo (MENEZES, 1980).  
Esse sistema tem como vantagens a redução nos custos laboratoriais, uma vez 
alcançados os parâmetros desejados, período longo de produção contínua, maior 
produtividade em etanol, menor capacidade volumétrica instalada para a mesma produção, 
redução dos tempos mortos, o que resulta num aumento de produtividade e em um fermentado 
mais uniforme, facilitando a recuperação do produto, submissão dos microrganismos à mesma 
condição ambiental em cada biorreator. No entanto, esse tipo de processo apresenta como 
desvantagens a susceptibilidade à contaminação bacteriana (FACCIOTTI, 2001), altos custos 
iniciais e de operação se comparado com o sistema em batelada e Melle-Boinot, pois exigem 
sistemas de controle mais sofisticados, requer maior conhecimento do comportamento do 
microrganismo e dificuldade de manter-se em estado estacionário (ATALA et al., 2000). 
3.3. O agente da fermentação alcoólica 
As leveduras, Figura 2, são organismos eucarióticos, unicelulares, não 
filamentosos, de forma esférica ou oval e formam uma das classes mais importantes dos 
fungos (BERGEY et al., 2000; PRESCOTT et al., 1959). Apresentam membrana celular bem 
definida, pouco espessa em células jovens e rígidas em células adultas, de constituição 
variável, com predominância de hidratos de carbono e menor quantidade de proteínas. Possui 
citoplasma delimitado por membrana. Esses organismos se reproduzem por gemação 
(brotamento), em que a célula mãe após um período de união entre os citoplasmas, dá origem 
a uma nova célula (STECKELBERG, 2001).  
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Figura 2 - Representação esquemática de uma célula de levedura. 
http://www.rpi.edu/dept/chemeng/BiotechEnviron/beer/yeast/yeast2.htm) 
 
Essa classe de microrganismo é capaz de utilizar diferentes fontes de carbono para 
sua reprodução e manutenção celular, como glicose, sacarose, frutose, xilose, glicerol e 
sorbitol. O tipo de substrato apresentado às leveduras reflete nos parâmetros que permitem o 
seu crescimento e sobrevivência, como pH, entre 3 a 8, temperatura entre 30 e 35 ºC), 
oxigênio (aeróbios ou anaeróbios facultativos) e atividade de água (CARVALHO e SATO, 
2001; BERGEY et al., 2000). 
As leveduras são utilizadas na produção de fermento de pão, extrato de levedura, 
cerveja, aditivos alimentícios (vitaminas, proteínas, enzimas), vacinas e outros componentes 
terapêuticos e de interesse farmacêutico através da manipulação de novas vias metabólicas 
(BADOTTI et al., 2008). Além de tais aplicações, as leveduras são empregadas nos processos 
de fermentação alcoólica para obtenção de etanol. Os critérios tecnológicos que fazem com 
que uma levedura seja utilizada comercialmente para esse fim são a estabilidade genética, 
elevada produtividade, baixa produção de componentes secundários, tolerância à alta 
concentração de açúcares e álcool, de variação de pH e resistência à agitação do meio (LIMA 
et al., 2001). 
 
3.3.1. Saccharomyces cerevisiae  
A levedura Saccharomyces cerevisiae possui 2 a 8 micrômetros de diâmetro, 
reproduzem-se assexuadamente por brotamento (ou gemulação) em uma faixa ótima de 
27 
temperatura entre 26 e 35 ºC e pH de 4 a 6 (LIMA et al., 2001; BERGEY et al., 2000). É um 
microrganismo anaeróbio facultativo, ou seja, tanto na presença de oxigênio livre como na sua 
escassez, uma série de reações ordenadas ocorrem no interior dessa levedura, reações estas 
catalisadas por enzima da própria célula que têm como meta a obtenção de energia química 
para sua manutenção (BERGEY et al., 2000). 
Por ser muito tolerante às mudanças das condições do meio o Saccharomyces 
cerevisiae oferece alta eficiência fermentativa sob condições anaeróbicas produzindo CO2 e 
etanol e uma pequena parcela de subprodutos (glicerol, ácidos orgânicos, dentre outros). É 
preferencialmente utilizado na forma de células íntegras, ao invés de enzimas isoladas, 
evitando dessa forma, a dificuldade de reciclar o cofator, um passo necessário quando se usa a 
enzima pura.  
No Brasil, a maioria das indústrias sucroalcooleiras utilizam o Saccharomyces 
cerevisiae na forma de célula íntegra e livre no caldo de fermentação. As células íntegras 
apresentam uma grande variedade de atividades enzimáticas, assim, pode ocorrer baixa 
seletividade no processo biocatalítico, devido à ação simultânea de várias enzimas ao mesmo 
tempo, que geralmente apresentam diferentes cinéticas e velocidades de conversão para um 
mesmo substrato. No entanto, quando o processo não é satisfatoriamente seletivo, 
modificações simples nas condições experimentais podem ser realizadas para influenciar tanto 
a estereoquímica como a enantiosseletividade. Algumas das modificações mais comuns são o 
uso de solventes orgânicos, a adição de inibidores, as técnicas de imobilização, entre outras 
(NASCIMENTO et al., 2002). Diversos trabalhos relatam o emprego de células de 
Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em algum tipo de suporte para a produção de etanol 
(GALANAKIS, 2012; ROCA et al. 2005; NAJAFPOUR et al. 2004; TYAGI et al., 1992; 
SANCHEZ et al. 1996). 
3.3.1.1.Saccharomyces cerevisiae: cepa JAY 270  
As usinas sucroalcooleiras geralmente utilizam leveduras selvagens, isoladas de 
algum processo fermentativo, na fermentação alcoólica devido sua melhor adaptabilidade às 
condições do meio, quando comparada com as linhagens de laboratório. Dentre essas 
linhagens selvagens está a cepa JAY 270, também conhecida como Pedra 2, por ter sido 
isolado na usina de Pedra 2 em Minas Gerais, Brasil. Sua utilização corresponde a 30% da 
produção total de álcool do Brasil (BATISTOTE et al. 2010; ARGUESO et al. 2009).  
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Argueso et al. (2009) através de um estudo de sequenciamento genético da 
levedura Saccharomyces cerevisiae JAY 270 concluiu que esse fungo microscópico diploide 
possui alta reorganização dos genes localizados na ponta dos cromossomos importantes ao 
desempenho satisfatório na fermentação. A linhagem JAY 270 apresenta as características de 
diâmetro <1mm, textura brilhante, cor branca, superfície lisa, borda lisa (diminui a 
possibilidade de floculação, formação de espumas e sobra de açúcar no mosto), elevação 
convexa e colônias pequenas. A sua boa adaptabilidade às condições do meio favorece uma 
boa conversão de açúcar em álcool (BATISTOTE et al.,2010).  
Basso et al. (2008), em seus estudos com linhagens de S. cerevisiae, utilizou 
leveduras empregadas na indústria e os dados mostraram que a linhagem Pedra 2 apresenta 
boa capacidade de competir com outras leveduras selvagens, sobrevivendo e prevalecendo 
durante as fermentações industriais. Estudo feito por Batistote et al. (2010) utilizando a 
mesma linhagem com fermentação em mosto de cana-de-açúcar apresentou uma taxa de 
crescimento de 6 mg/mL no período de 8 a 10 horas de fermentação, além de demonstrar uma 
alta taxa da viabilidade celular, em torno de 82%, bom consumo de açúcar e uma produção de 
14% (v/v) de etanol. Devido essas características, essa cepa foi a escolhida para execução do 
presente trabalho. 
3.4. Bioquímica da Fermentação  
No âmbito bioquímico a fermentação é o processo metabólico onde o 
microrganismo ou as enzimas, em um processo anaeróbio, transforma o substrato orgânico, 
que contém açúcares, em etanol, CO2 e outros subprodutos (TORTORA et al., 2006). Ao 
metabolizar o açúcar, uma fonte de energia é produzida, o trifosfato de adenosina (ATP), que 
será empregada na realização das atividades fisiológicas da levedura (absorção, excreção 
entre outros) e processos de biossíntese, necessários à manutenção da vida, crescimento e 
multiplicação celular (MARTINEZ, 2007).  
A transformação do açúcar em etanol e CO2 envolvem 12 reações em sequência 
ordenada, cada qual catalisada por uma enzima específica. Tal aparato enzimático está 
confinado no citoplasma celular, sendo, portanto, nessa região da célula que a fermentação 
alcoólica se processa. A produção de etanol é realizada na via anaeróbica, a chamada 
fermentação glicolítica (Figura 3). Onde uma molécula de glicose é metabolizada e duas 
moléculas de piruvato são produzidas através de uma série de reações catalisadas por enzimas 
específicas, que se situam na parede celular e no interior da célula (STECKELBERG, 2001).  
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Figura 3 - Fluxograma simplificado da conversão de glicose a etanol.  
Fonte: GALASSI, 2007. 
 
 
Nesse caso, a nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD), é uma coenzima que 
atua no processo de oxidação, sendo o NAD+, a forma oxidada, e transformado em NADH, 
forma reduzida, promovendo um saldo energético é de duas moléculas de ATP. Na ausência 
de oxigênio, o piruvato é descarboxilado, pela enzima piruvato descarboxilase, fornecendo 
acetaldeído, o qual é reduzido pelo NADH a etanol, pela enzima álcool desidrogenase, com 
desprendimento de CO2 (GALASSI, 2007; NELSON e COX, 2000). 
A fermentação alcoólica pode ser representada pela equação de Gay-Lussac, na 
qual se verifica que 1 mol de glicose é capaz de produzir 2 moles de etanol e 2 moles de CO2 
e 57 kcal de energia (LEHNINGER, 1995).  
 
C6H12O6                                   2CH3CH2OH + 2 CO2 
 
Estequiometricamente, a partir de 100 g de glicose obtêm-se 51,11 g ou 64 ml de 
etanol. Entretanto, em condições reais de processo, embora com todo o rigor e técnica, a partir 
de 100 g de glicose obtêm-se em torno de 48,5 g ou 61 ml de etanol. Isto porque 
aproximadamente 5% do açúcar são reservados para o crescimento celular e para a formação 
dos subprodutos da fermentação (MENEZES, 1980). Em escala industrial o rendimento 
atinge até 96% do rendimento estequiométrico. Se ocorrer contaminação acentuada do meio, 
este rendimento será menor (LIMA et al., 2001). 
O processo industrial de fermentação alcoólica pode ser dividido basicamente em 
três fases, as quais podem ser relacionadas com a curva de crescimento celular, Figura 4 
(AGEITEC, 2014; CORAZZA et al., 2001; LIMA et al. 2001): 
microrganismo 
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Figura 4 - Curva de crescimento celular.  
Fonte: LIMA et al. 2001. 
 
 
 
 fermentação preliminar (adaptação) - Caracteriza-se pela multiplicação celular intensa, 
com consequente consumo de açúcares e pequeno desprendimento de CO2. Nesta fase 
garante-se uma grande quantidade de células de poder fermentativo máximo para as 
próximas etapas de fermentação; 
 fermentação principal ou tumultuosa (fase exponencial) - As principais características 
dessa fase consiste na intensa produção de álcool e liberação de CO2; aumento da 
temperatura que não deve exceder os 35ºC; progressivo aumento de espumas e 
elevação da acidez do mosto. A fermentação principal cessa quando diminui a 
liberação de gás e, consequentemente, a turbulência característica do mosto. 
 fermentação complementar ou pós-fermentação (fase estacionária e/ou de morte 
celular): ocorre a diminuição do desprendimento de CO2 devido menor agitação do 
liquido e diminuição da temperatura do meio; ocorre também a elevação da acidez e a 
diminuição da atividade de fermentação da levedura pelo esgotamento de açúcares e 
acúmulo de subprodutos do processo. 
3.5. Cinética da fermentação alcoólica 
O estudo cinético de um processo fermentativo permite a análise da variação dos 
valores de concentração de um ou mais componentes do sistema durante o tempo de processo. 
Em outras palavras, a cinética de fermentação está relacionada com a velocidade de consumo 
de substrato e de aparecimento de produto e no caso mais específico de processos de 
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fermentação utilizando leveduras, esse estudo tem como objetivo de quantificar a taxa de 
crescimento celular e o efeito que estas sofrem por influência das condições do meio. Os 
valores dos dados cinéticos são essenciais para se projetar adequadamente uma unidade 
industrial de produção devido a utilização desses parâmetros na simulação do comportamento 
do sistema para diferentes condições de operação, evitando assim, a necessidade da realização 
de novos experimentos (VIEGAS, 2003).  
Uma classificação cinética da fermentação alcoólica pode ser feita de acordo com 
o número de componentes utilizados na representação celular e também com a consideração 
das células como uma coleção heterogênea de entidades discretas ou como um componente 
em solução. Representações celulares multicomponentes são chamadas estruturadas e 
representações das células como um único componente são não-estruturadas. Considerar as 
células como heterogêneas e discretas é uma abordagem segregada e considerar propriedades 
médias das células é uma abordagem não-segregada. Desta maneira, os modelos cinéticos 
normalmente utilizados em fermentações podem ser divididos em (BAILEY e OLLIS, 1986): 
 não-estruturados e não-segregados: as células de microrganismo são consideradas 
como soluto;  
 estruturados e não-segregados: onde as células são tratadas como seres individuais de 
múltiplos componentes. Porém, com composição média semelhante;  
 não-estruturados e segregados: onde as células são tratadas como seres distintos. No 
entanto, descritos por um único componente;  
 estruturados e segregados: onde as células de microrganismo são considerados como 
indivíduos distintos e formados por múltiplos componentes.  
Devido à complexidade das reações que ocorrem durante a fermentação alcoólica 
o modelo não-estruturado e não-segregado é o mais utilizado para descrever esse processo. 
No entanto, esse tipo de modelo não é o mais indicado para descrever o comportamento 
dinâmico do processo, devido ocorrer variações na concentração do biocatalisador durante 
todo o processo. Tornando-se mais apropriada a utilização de um modelo mais complexo 
para, tal como o modelo estruturado (DUNN e MOR, 1975).  
Para descrever o crescimento microbiano, vários modelos são apresentados na 
literatura. O mais simples deles é o de Monod (1942) representado na Equação 1. O modelo 
cinético de Monod, desenvolvido a partir do modelo de cinética enzimática de Michaellis-
Menten foi um dos primeiros modelos aplicados ao crescimento bacteriano específico de 
culturas puras a partir de um único substrato orgânico. Esse modelo faz uma relação entre 
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velocidade específica de crescimento do microrganismo (µ) e o substrato e considera este 
último como o fator limitante da reação. 
 
                                                         (Equação 1) 
 
em que 
rC = velocidade de crescimento celular (g/L.h) 
µ = velocidade específica de crescimento celular (h
-1
) 
CC = concentração de células (g/L) 
 
Na equação de Monod a velocidade específica de crescimento celular pode ser 
expressa pela Equação 2: 
 
        
  
     
                                                 (Equação 2) 
 
em que 
µmax = velocidade específica de crescimento máximo (g/L.h) 
CS = é a concentração do substrato limitante (g/L) 
KS = a constante de saturação ou constante de Monod (g/L), concentração de substrato quando 
a velocidade específica de crescimento é a metade da máxima. 
No início da fermentação, onde a concentração de substrato é alta, CS >>> KS, a 
velocidade específica de crescimento atinge um valor máximo e este valor perdura durante 
uma boa fase do processo. Conforme o substrato limitante é consumido o valor de µ se reduz. 
Componentes presentes em altas concentrações no meio fermentativo não afetam 
significativamente a taxa de crescimento celular segundo esse modelo, ou seja, a equação de 
Monod é aplicada somente para casos em que não há presença de inibidores de crescimento 
no meio fermentativo, não considerando, portanto, a inibição por substrato (BAI et al., 2008). 
Entretanto, na fermentação alcoólica, a ausência de inibição é pouco provável, 
pois durante o processo, os reagentes ou produtos vão se acumulando no meio, sobretudo, nos 
processos em batelada. A inibição por substrato ou produto desativa importantes enzimas 
além de modificar o caminho metabólico que é vital à sobrevivência da levedura. Por 
exemplo, velocidade de crescimento celular (rC) não alcança seu valor máximo a altas 
concentrações de substrato (ANDRADE, 2007). Dessa maneira a cinética da fermentação 
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alcoólica foi estudada por vários autores que formularam modelos específicos à cada caso 
estudado. Alguns desses modelos estão apresentados na Tabela 1.  
Apesar dos vários modelos disponíveis na literatura, e segundo Andrietta (1994), 
poucas foram as influencias das mesmas sobre o arranjo das plantas industriais instaladas no 
Brasil. Esse mesmo autor afirma que o projeto rigoroso de uma planta de fermentação tem 
que passar, obrigatoriamente, por uma modelagem detalhada do processo, pelo uso de 
modelos cinéticos precisos que possibilitem a obtenção de condições ótimas de operação.  
Tabela 1 - Modelos matemáticos para processo de fermentação. 
Modelo Condições Autores 
        
  
       
  
   
        
 Inibição pelo produto. Hiss (2001) 
                    
  
       
 
Substrato limitante; 
Inibição pelo substrato; 
Inibição exponencial pelo produto. 
Jin et al. (1981) 
   
        
      
  
  
 
Inibição pelo substrato. Andrews (1968) 
        
  
     
      
  
     
   Inibição de potência pelo produto. 
Levenspiel 
(1980) 
       
  
       
  
 
  
 
     
  
     
  Inibição pelo substrato; 
Inibição linear pelo produto. 
Ghose e Tyagi 
(1979) 
       
             Inibição pelo produto. 
Moulim et al. 
(1980) 
 
3.6. Fatores que afetam a fermentação alcoólica  
A fermentação é afetada por uma série de fatores físicos, químicos e 
microbiológicos que ocasionam mudanças no rendimento do processo, isto é, variações na 
eficiência de conversão de açúcar em etanol. Usualmente as quedas de eficiência são oriundas 
de uma alteração na estequiometria do processo que culmina em maior formação de produtos 
secundários e biomassa. Alguns desses estão descritos abaixo: 
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 agente da fermentação - escolha adequada da levedura que deve possuir alta 
viabilidade e alta eficiência de conversão. Uma alta concentração celular no biorreator 
garante uma rápida fermentação, aumento da produtividade, restrição do crescimento 
celular e maior controle sobre as bactérias contaminantes. Em contrapartida, a alta 
concentração exige maior consumo de açúcar, maior competição por nutrientes e 
minerais e, portanto, redução na viabilidade celular (MARTINEZ, 2007); 
 pH - o intervalo de pH ótimo para fermentação está entre 4 e 5 (STECKELBERG, 
2001; WENDHAUSEN et al., 2000; ROTA et al. 1996). Para processos com reciclo 
de células, faz-se o tratamento das mesmas com ácido sulfúrico (pH de 2 a 3,2) para 
redução da carga microbiana. De forma geral, fermentações conduzidas em meios 
ácidos levam a maiores rendimentos em etanol, pois restringem o crescimento celular 
e reduzem a produção de glicerol e a contaminação bacteriana (MARTINEZ, 2007). 
Fermentações em faixa de pH abaixo da citada anteriormente, além de ocasionarem 
perda de nutrientes como nitrogênio e potássio, aumentam a sensibilidade ao etanol, 
aos ácidos orgânicos e ao dióxido de enxofre, SO2.  
 temperatura - sendo a temperatura ótima de fermentação dependente do conteúdo de 
etanol no meio, tendendo a diminuir com o aumento do teor alcoólico. As 
temperaturas ótimas para a produção industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a 35 
ºC, sendo que, a temperatura nas destilarias alcança 38 °C. Temperaturas acima dessa 
faixa favorecem o desvio da via metabólica das leveduras com a produção de 
subprodutos indesejáveis (LIMA et al., 2001), além disso, altas temperaturas 
acarretam também maiores perdas de etanol por evaporação em dornas abertas. Para 
células de leveduras imobilizadas há uma maior tolerância à altas temperaturas 
(EIADPUM et al., 2012); 
 contaminação bacteriana - a presença de microrganismos patogênicos na fermentação 
alcoólica é o mais frequente interferente do processo (BASSO, 2004). Esses 
microrganismos podem ser habitantes naturais da matéria-prima utilizada para o meio 
fermentativo (cana-de-açúcar) e/ou provenientes do processo de extração do mesmo 
(corte, queimada, ambiente de estocagem, equipamentos de extração). Portanto, deve 
haver uma boa assepsia tanto das dornas quanto dos demais equipamentos do 
processo. Os efeitos da contaminação bacteriana, como consumo de açúcar, formação 
de goma, floculação do fermento (LUDWIG et al., 2001), inibição e queda da 
viabilidade das leveduras, devido às toxinas e ácidos orgânicos excretados no meio 
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durante a fermentação, repercutem em perdas de rendimento e devem ser previstas no 
controle de processo. O controle bacteriano pode ser realizado com antisséptico e 
antibiótico, contudo estes podem deixar resíduos no meio causando alterações 
indesejáveis nos produtos finais, além de serem contaminantes de efluentes industriais 
e devem ser degradados em Estação de Tratamento de Efluentes, ETA, para que não 
sejam descartados diretamente em rios ou afluentes (MARTINEZ, 2007). 
 velocidade de alimentação das dornas - a alimentação da dorna deve ser favorável ao 
acúmulo do produto de interesse (CARVALHO e SATO, 2001). Vazões muito 
elevadas implicam em tempos de preenchimentos menores, que podem provocar 
transbordamentos devido à formação excessiva de espuma, com perdas para o 
processo ou mesmo inibição do metabolismo das leveduras pelo acúmulo de substrato 
no meio em fermentação. Vazões muito baixas conduzem a tempos de fermentação 
elevados, falta de homogeneidade no tanque e, portanto, estresse das leveduras 
resultando em menores produtividades (VASCONCELOS e VALDMAN, 1988). 
Assim, a alimentação ideal deve ser contínua e de maneira controlada, ocasionando 
uma redução do tempo de fermentação, menor formação de espuma, menor arraste de 
etanol e com uma maior uniformidade no processo fermentativo (MARTINEZ, 2007). 
 produção de etanol - o aumento da concentração de etanol durante a fermentação pode 
causar inibição no metabolismo da levedura. Os fatores que influenciam a 
sensibilidade ao etanol (temperatura, aeração, composição do meio) agem direta ou 
indiretamente sobre as propriedades da membrana plasmática, desnaturando-as e 
diminuindo a produtividade. 
3.7. Imobilização de biocatalisadores  
As enzimas e os microrganismos estão sujeitos à inativação por fatores químicos, 
físicos ou biológicos, como decorrência da estocagem ou mesmo durante o uso em processos 
químicos. Uma das formas de estabilizar estes biocatalisadores é através da técnica de 
imobilização celular em diversos suportes, como crisotila, hidrogéis, copolímeros, k-
carragema, entre outros. (KOURKOUTAS et al., 2004). De acordo com Silva et al. (2007), o 
método empregado para imobilização celular não deve apresentar efeitos adversos às 
propriedades biocatalíticas desejadas, deve também ser seguro e simples, requerer poucas 
etapas e reagentes em seu preparo, possibilitar ampliação de escala e ser economicamente 
viável. 
36 
A imobilização celular pode ser definida como a técnica que impossibilita o 
movimento livre das células em meio aquoso por estarem alojadas dentro ou na superfície do 
agente imobilizador (KLEIN e WAGNER, 1983). Pode ainda ser definida como a fixação de 
enzimas ou células vivas por métodos naturais ou artificiais, em um ambiente, na qual são 
mantidas suas atividades catalíticas em processos de operação contínua ou descontínua 
possibilitando a reutilização das mesmas (BIROL et al., 1998; COVIZZI et al., 2007).  
A literatura reporta as diversas vantagens da técnica de imobilização celular frente 
à utilização de células ou enzimas livres em processo de fermentação alcoólica, como: (i) alta 
dosagem de células/enzimas por volume de reator; (ii) fácil recuperação do biocatalisador do 
meio; (iii) possibilidade de utilização em sistemas contínuos; (iv) reutilização do 
biocatalisador; (v) células resistentes às condições adversas, como altas temperaturas, 
variação de pH e turbulência do meio; (vi) baixa ou nenhuma inibição causada pela alta 
concentração de substrato e produto; (vii) aumento da produtividade e consequentemente 
maior rendimento de etanol; (viii) obtenção de um mosto fermentado mais puro diminuindo o 
tempo de purificação do mesmo (COVIZZI, 2007; GÓMEZ et al. 2005; NAJAFPOUR et al., 
2004; ZANOTTO, 2002; KLEIN e WAGNER, 1983). 
Entretanto, o processo de imobilização celular apresenta desvantagens, como: (i) 
perda da atividade catalítica durante o processo de imobilização; (ii) união aleatória do 
suporte com a célula/enzima; (iii) inexistência de um método geral de imobilização, e 
depende do tipo de equipamento que será empregado - leito fixo, leito fluidizado, dentre 
outros; (iv) a matriz utilizada pode romper devido ao crescimento celular e a formação de 
gases (CANILHA et al., 2006; BAYRAMOGLU et al., 2003). Mas, estas limitações podem 
ser contornadas através da escolha adequada do método, do suporte de imobilização e do tipo 
de biorreator que serão empregados. 
3.7.1. Métodos de imobilização de biocatalisadores  
A imobilização de biocatalisadores é um processo dependente do tempo o que é 
atribuído à dois fatores principais: a multiplicação celular e a formação de uma forte e 
irreversível aderência célula-suporte (SINGH et al., 2013). Dessa maneira, o método e o tipo 
de suporte (orgânico ou inorgânico) a serem empregados em um determinado processo devem 
ser estabelecidos empiricamente, recaindo a escolha sobre aquele que apresentar maior 
retenção da atividade catalítica para aplicação tanto em escala de laboratório quanto industrial 
(COVIZZI, 2007; TAMPIOM e TAMPION, 1988).  
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O processo de imobilização deve ser realizado em condições amenas de modo a 
evitar o máximo possível o estresse do microrganismo o que pode ocasionar uma diminuição 
da atividade biocatalítica. Para tanto, existem vários métodos para essa técnica e a escolha de 
um dependerá do tipo de processo que será empregado. Estes métodos podem ser divididos 
em quatro grandes grupos, conforme ilustrado na Figura 5. 
 
Figura 5 - Métodos de imobilização.  
Fonte: Adaptado de PILKINGTON et al., 1998 e CANILHA, 2006. 
 
 
A imobilização do tipo ligação a superfícies pode ser realizada por meio de 
interações iônicas ou adsortivas, ou através de ligações covalentes entre grupos reativos do 
suporte e do biocatalisador. Esse método é mais simples e barato, existindo a possibilidade de 
regenerar a matriz utilizada. Porém, o mesmo apresenta como desvantagem a vulnerabilidade 
das forças das ligações químicas, o que causa perda dos biocatalisadores imobilizados para o 
meio reacional (COVIZZI, 2007). Materiais celulósicos, como serragem, e materiais 
inorgânicos, como vidro poroso e porcelana porosa, são exemplos de superfícies utilizadas 
para imobilização celular. Vucurovic e Razmovski (2012), através de análise de Microscopia 
de Varredura (MEV), constataram que a imobilização de células de Saccharomyces cerevisiae 
em polpa de beterraba seca ocorreu por adsorção. Genisheva et al. (2014), utilizaram 
Saccharomyces cerevisiae imobilizado por adsorção em casca de uva para realizar a etapa de 
fermentação alcoólica de um processo de vinificação. 
O método de imobilização por meio de auto agregação envolve a floculação das 
células de maneira natural ou artificialmente induzida através de agentes químicos que 
formam ligações cruzadas entre células. Desta forma, os biocatalisadores são ligados entre si 
sem a necessidade de uso de um suporte de imobilização. Li et al. (2010), utilizaram 
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quitosana para induzir a floculação de Pseudomonas delafieldii visando a desulfuração de 
diesel.  
A imobilização por meio de aprisionamento em matrizes porosas (alginato, k-
carragenana e pectina) consiste no confinamento físico do biocatalisador nessas matrizes, de 
modo que os poros da matriz formada são menores que as células contidas no interior 
(PRADELLA et al., 2001). Esse tipo de imobilização proporciona uma proteção das células a 
condições severas de pH, temperatura, solventes orgânicos e compostos inibidores presentes 
no meio de fermentação (PARK e CHANG, 2000). O método de aprisionamento em géis de 
alginato é extremamente econômico, sendo que somente 10 gramas de gel são requeridas para 
imobilizar 200 gramas de células em peso-seco (CORCORAN, 1985, apud CORDEIRO, 
2008). Porém, apresenta como desvantagens o pequeno volume disponível para a contenção 
das células imobilizadas, a instabilidade dos suportes normalmente utilizados apresentando a 
possibilidade de rompimento da matriz imobilizadora no decorrer do processo (PRADELLA, 
2001; PARK e CHANG, 2000). Duarte (2011) imobilizou a célula de Saccharomyces 
cerevisiae em esferas de alginato de cálcio e esfera de alginato de cálcio revestido com 
quitosana para ensaios de fermentação alcoólica em batelada em escala de laboratório, 
utilizando a sacarose e glicose como fonte de carbono que forneceram um rendimento médio 
de 61,52% nos processos e atingindo 8 ciclos de fermentação com a reutilização das esferas 
de biocatalisadores imobilizados. 
O método de imobilização por meio de contenção por barreiras é baseado no 
confinamento da célula entre duas membranas permeáveis. Pode ocorrer o encapsulamento 
das células em microcápsulas, contenção das células em membranas filtrantes ou também 
interação das mesmas na superfície de dois líquidos imiscíveis (COVIZZI et al., 2007). Tem 
como vantagens uma maior capacidade de contenção de células e prevenção da perda das 
células para o meio de fermentação. A desvantagem consiste nas limitações à transferência de 
massa e na ocorrência de bioincrustação na membrana devido ao crescimento celular (PARK 
e CHANG, 2000). Loh et al. (2000), utilizaram um biorreator de membrana com células de 
Pseudomonas putida imobilizadas em fibras de polissulfona para a remoção de fenóis durante 
o tratamento de efluentes e constataram que a uma concentração de fenol inicial de 1200 
mg/L, o fenol foi totalmente degradado dentro de 95 h no sistema imobilizado, enquanto que 
nenhuma degradação do fenol foram observadas no sistema com microrganismo em 
suspensão em um sistema com 1000 mg/L de fenol. 
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3.7.2. Tipos de suportes  
O suporte utilizado para imobilização não deve apresentar toxidez às células, deve 
possuir alta capacidade de retenção, resistência ao ataque químico e microbiano, pouca 
sensibilidade às condições mecânicas (tensão de cisalhamento), ambientalmente seguro ou 
reciclável e permitir uma alta difusividade de substratos e produtos, bem como viável 
economicamente (PRADELLA, 2001). Devem ainda não reagir com os componentes do meio 
e ser insolúvel sob condições de operação empregadas (SILVA et al., 2007). Alguns 
exemplos de suporte, como alginato, K-carragenama, ágar, pectina, celulose (polímeros 
naturais), poliacrilamida, cloreto de polivinila, poliestireno (polímeros sintéticos), alumina, 
sílica, zircônia, vidro, vermiculita (materiais inorgânicos) tem sido empregados em processos 
biocatalíticos, apresentando melhorias nos processos (PRADELLA, 2001; KOURKOUTAS, 
2004). 
3.7.2.1. O alginato 
Os alginatos são polissacarídeos encontrados tanto na matriz intercelular de algas 
marrons, promovendo rigidez e ao mesmo tempo flexibilidade à parede celular, quanto 
recobrindo, extracelularmente, em algumas espécies de bactérias. Nas algas, esse componente 
compreende 40% da matéria seca. Exemplos de algas marrons utilizadas como fonte 
comercial de extração de alginatos são as Laminaria, Ecklonia e Aschophyllumnodosum, esta 
última cresce abundantemente nas costas da América do Norte e do Sul, na Nova Zelândia, 
Austrália e África (GARCIA-CRUZ et al., 2008). E as bactérias produtoras são dos gêneros 
Pseudomonas e Azotobacter possuindo características específicas e pré-determinadas 
(MÜLLER et al., 2011). 
O alginato de sódio apresenta estrutura molecular na forma randômica, linear e 
aniônica o qual contém resíduos de ligação 1,4- de β-D-manuronato (M) e α-L-guluronato 
(G), unidos por ligações glicosídicas, em várias proporções e arranjos (Figura 6) 
(RODRIGUES, 2008; COVIELLO et al., 2007).  
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Figura 6 - Estrutura molecular do alginato de sódio. 
Fonte: YANG et al., 2012. 
 
 
A proporção entre blocos de ácido manurônico (M) e ácido gulurônico (G) varia 
dependendo da fonte do qual o alginato foi extraído e irá interferir diretamente na viscosidade 
da solução, na adesão celular e na estabilidade final do gel. Uma vez que a formação do gel 
ocorre a partir da interação eletrostática entre os radicais carboxílicos dos blocos G do 
alginato e cátion multivalentes de soluções iônicas, quanto maior a relação de G:M, mais 
resistente será o gel resultante. Alginatos ricos em L-guluronato são mais frágeis, enquanto 
que os ricos em D-manuronato são mais flexíveis (HUNT e GROVER, 2010; PENMAN e 
SANDERSON, 1972). 
Esse polímero natural é amplamente utilizado em alimentos, cosméticos, na 
indústria têxtil e de papel apresentando, ainda, ações inovadoras na área médica e 
farmacêutica. É utilizado como espessante, estabilizante de emulsões e de espuma, agente de 
gelificação, agente de formação de filmes e de fibras sintéticas e agente de encapsulação ou 
imobilização celular (MÜLLER et al., 2011). Esta última aplicação se torna viável devido 
tanto a sua biocompatibilidade, quanto outras propriedades, como (GOMBOTZ e WEE 1998; 
COVIELLO et al., 2007):  
 facilidade de manipulação; 
 propriedades gelificantes em soluções aquosas devido à interação entre os grupos 
carboxílicos e contra-íons bivalentes (Ca
2+
, Cu
2+
, Zn
2+
, Mn
2+
, Sr
2+
 ou Ba
2+
); 
 ambiente aquoso inerte no interior da matriz;  
 processo de encapsulação em temperatura ambiente livre de solventes orgânicos; 
 alta porosidade do gel, o que permite altas taxas de difusão das macromoléculas; 
 habilidade de controlar essa porosidade através de recobrimentos; 
 dissolução e biodegradação sob condições fisiológicas normais.  
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Uma desvantagem observada por Kregiel et al. (2013), foi o decaimento nas 
atividades enzimáticas e nos níveis de ATP em células imobilizadas em esferas de alginato de 
cálcio. Entretanto, esta queda pode ser compensada pela possibilidade de reutilização das 
mesmas, bem como, da facilidade de remoção do meio reativo, processo este dispendioso 
quando se utiliza células livres. 
 
3.7.2.1.1. Formação do gel de alginato de cálcio 
 
O procedimento de imobilização em gel de alginato consiste na extrusão de uma 
suspensão de alginato de sódio com células de interesse por gotejamento em uma solução 
contendo cátions divalentes. Nesse processo ocorre reações de ligações cruzadas, em inglês 
crosslinking, onde a interação destes cátions com as unidades de ácido gulurônico formam 
pontes poliméricas aumentando sua viscosidade até a formação do gel, resultando na 
formação de granulados, em inglês pellets, de células imobilizadas (RABANEL et al., 2009). 
O tamanho da barreira de contenção formada em torno das células irá depender da velocidade 
de fluxo, da densidade da solução polimérica e da concentração da solução iônica, na qual o 
gel será formado (COVIZZI, 2007). Em relação â temperatura ideal do processo, segundo a 
literatura para a formação de géis de alginato podem variar de 0 a 100 ºC (GACESA, 1988), 
porém, com características pseudoplásticas, ou seja, a rigidez do gel diminui com o aumento 
da temperatura (ANDRESEN e SMIDSROED, 1977).  
Soluções contendo Ca
2+
, Sr
2+
 ou Ba
2+
 são mais amplamente utilizados na 
imobilização de células, ao passo que soluções de cátions monovalentes e Mg
2+ 
não induzem 
a formação de gel e soluções contendo Pb
2+
, Cu
2+
, Cd
2+
, Co
2+
, Ni
2+
, Zn
2+
 e Mn
2+
 têm seu uso 
limitado devido sua toxicidade. 
Todas as estruturas de bloco (M) e (G) são polianiônicos e formam ligações 
iônicas com cátions intermoleculares di ou multivalente. Na formação do gel com íons de 
Ca
2+
, ocorre a reação e crosslinking dos polímeros devido à troca dos íons de sódio por 
cátions divalentes de cálcio. A Figura 7 ilustra o esquema das ligações cruzadas que ocorrem 
entre as unidades do alginato e o íon cálcio. 
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Figura 7 - Esquema das ligações cruzadas no gel de alginato de cálcio. 
(^^^) representa os blocos (M) e (G) e (.) representa os íons Ca+2. Fonte: GACESA, 1988. 
 
 
3.7.2.2. A quitosana  
Quitina e quitosana (Figura 8) são copolímeros lineares constituídos por unidades 
de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina em proporções variadas, sendo que a quitosana é 
obtida a partir da desacetilação com base forte da quitina e, portanto, é composta 
predominantemente por unidades D-glicosamina. A quitina é um polissacarídeo encontrado 
no exoesqueleto de crustáceos e insetos, a sua presença também ocorre em nematoides e 
parede celular de fungos e leveduras (KUBOTA et al., 2000). A caracterização da quitosana 
se dá pela massa molar, grau de acetilação (quantidade de unidades N-acetil-D-glicosamina) e 
distribuição deste grupo ao longo da cadeia polimérica, o que confere variação nas 
propriedades físico-químicas, como solubilidade, pKa e viscosidade (SINGLA e CHAWLA, 
2001). Um elevado grau de desacetilação pode ocasionar uma alta taxa de degradação do 
polímero (SILVA et al., 2006).  
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Figura 8 - Estruturas da quitina e quitosana. 
 
 
A quitosana pode, ainda, ser caracterizada como um polímero policatiônico que 
tem um grupo amino e dois grupos hidroxilas. A presença deste grupo amino explica a 
afinidade da quitosana por íons metálicos, que pode ocorrer através de mecanismos de 
quelação para cátions metálicos em soluções próximas a neutralidade e através de atração 
eletrostática e troca iônica para ânions metálicos em soluções ácidas (GUIBAL, 2005). 
Na produção industrial da quitosana ocorre a separação da quitina dos outros 
componentes por meio de um pré-tratamento para retirada de materiais grosseiros e resíduos, 
da desmineralização com ácido clorídrico, da desproteinização com hidróxido de sódio, e 
desodorização com hipoclorito de sódio para atenuar o cheiro e remover algum pigmento 
extra. Após este processo ocorre à lavagem e secagem do produto à temperatura de 80 °C 
durante quatro horas, em seguida ocorre a desacetilação alcalina com hidróxido de sódio num 
reator com agitação e temperatura constante de 130°C por duas horas, posteriormente, ocorre  
a purificação (MOURA, 2006). 
Devido suas propriedades intrínsecas, como a biodegrabilidade, 
biocompatibilidade, atividade antimicrobiana, bioatividade, bioadesividade, efeito 
antifúngico, antibacteriano e antitumoral, habilidade de ativar macrófago, ocasionar a 
migração e a proliferação celular e reorganizar a arquitetura das células o uso da quitosana 
tem despertado o interesse na agricultura, indústria de alimentos e na indústria farmacêutica, 
no desenvolvimento de cosméticos e biomateriais, como géis, filmes e membranas 
poliméricas, encapsulação de medicamentos e proteínas (CAVALIERI, 2014; 
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MUZZARELLI, 2009; SINGLA e CHAWLA, 2001; GOMBOTZ e WEE, 1998; GOOSEN et 
al., 1997). 
3.7.2.3. Interação entre alginato de cálcio e quitosana  
Quando um polímero aniônico, tal como o alginato e um polímero catiônico, tal 
como quitosana estão simultaneamente presentes na solução aquosa, um Complexo 
Polieletrólito (PEC) é formado. A força de condução para a formação dos PECs é a entropia e 
a forte interação entre os polímeros devido as forças eletrostáticas, ligações de hidrogênio, 
ligações dipolo-dipolo e ligações de Van der Waals. No caso do alginato de cálcio e da 
quitosana esses compostos se ligam através da interação iônica entre os grupos amino da 
quitosana e grupos carboxila do alginato formando o PEC (Figura 9), que confere mais 
estabilidade e resistência aos dois polímeros diminuindo os poros das microesferas 
(ALBARGHOUTHI et al., 2000).  
Figura 9 - Representação esquemática da formação dos complexos de polieletrólitos (PEC) entre as cadeias de 
alginato e quitosana. 
Fonte: RODRIGUES (2008). 
 
 
A literatura apresenta duas formas de se obter as microesferas de alginato com 
quitosana: (1) a solução de alginato é gotejada numa solução de cloreto de cálcio e após o 
término desse processo as esferas são colocadas em contato com uma solução de quitosana 
em ácido acético e (2) primeiramente a solução de alginato é misturada com a solução de 
quitosana em ácido acético que são gotejadas na solução de cloreto de cálcio 
(MLADENOVSKA et al., 2007). Segundo Cárdenas et al. (2003) o pH ótimo para uma boa 
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interação entre o alginato e a quitosana é de 5,28, onde a quitosana está completamente 
protonada e o alginato completamente desprotonado.  
O revestimento de micropartículas de alginato com a quitosana tem sido utilizada 
para retardar ou controlar a desintegração das mesmas e prolongar a liberação do fármaco 
(SILVA et al. 2006, b).  Duarte (2011) realizou teste de fermentação alcoólica em bateladas 
sequenciais com células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em alginato de cálcio 
revestido com quitosana apresentando uma boa resistência das esferas por longo tempo de 
processo. 
3.8. Biorreatores com células imobilizadas  
Grande parte da produção de etanol no Brasil é realizado em biorreatores do tipo 
tanque agitado contínuo, RTAC (em inglês continuous stirred-tank reactor, CSTR) com o 
biocatalisador em suspensão no meio. Esse tipo de processo requer várias etapas posteriores 
para purificação e tratamento dos resíduos, com destaque para etapa de separação da biomassa 
do meio, realizada por grandes centrífugas ligadas em série, o qual aumenta o custo de 
produção. Essa etapa pode ser realizada ainda através de sedimentação, separação por 
membrana e reciclo ou pela imobilização do agente da fermentação no interior do fermentador 
com o auxílio de agentes floculantes. Esses processos requerem equipamentos adicionais e 
alto consumo de energia, tempo de trabalho e mão de obra, o que torna o processo oneroso. 
Assim, o uso de células imobilizadas é uma alternativa, pois, a etapa de separação pode ser 
realizada apenas por sedimentação (BATISTA et al., 2006). Além disso, fermentações 
alcoólicas utilizando células imobilizadas podem aumentar significativamente a produtividade 
e diminuir os custos com a aquisição de biocatalisadores. Todavia, existe uma busca no meio 
científico pôr tecnologias de imobilização que demonstra eficiência e também menores custos 
de produção, sendo assim, possível a transferência de tecnologia para a indústria (BAI, 2006). 
Muitos desses estudos centrados na aplicação de processos utilizando células imobilizadas em 
reatores do tipo leito fixo e leito fluidizado, além da otimização dos processos com reatores 
CSTR.  
Nogueira (2009) utilizando células imobilizadas em alginato de cálcio fez um 
estudo comparativo entre fermentação descontínua e em leito fluidizado contínuo com reciclo 
de células. O autor verificou que tanto o teor de etanol formado como a velocidade de 
consumo de açúcares são superiores no processo contínuo, observou ainda que a velocidade 
de consumo de açúcar é 3 vezes maior no sistema contínuo. No sistema contínuo o estado 
46 
estacionário foi atingido, com uma concentração média de açúcar de 7 g/L e um teor de etanol 
de 10% (v/v). 
Baptista et al. (2007) avaliaram o desempenho de biorreatores de leito fluidizado 
para fermentação alcóolica, utilizando argila expandida e espuma de poliuretano como 
suporte para imobilização de células de Saccharomyces cerevisiae. Já na utilização, pelos 
mesmos autores, de poliuretano como suporte, observaram uma produtividade máxima em 
álcool de 2,5 g/L.h com taxa de diluição de 0,8 h
-1
, e que a produtividade aumenta com o 
aumento da taxa de diluição. 
Ntihuga et al. (2013) realizaram um estudo do processo fermentativo utilizando 
Saccharomyces cerevisiae em meio de glicose e maltose em reator de leito fluidizado, cuja 
configuração possuía inserções (chicanas) internas que divide a coluna em vários 
compartimentos. O gás é introduzido na parte inferior da coluna que através de forças de 
flutuação e de arrastamento gera vórtices entre essas inserções favorecendo uma mistura 
homogênea. Operando em sistema contínuo, os autores obtiveram uma produtividade de 3,07 
g/L.h de etanol.  
Um reator de coluna empacotada com esferas com células de Saccharomyces 
cerevisiae auto imobilizadas foi utilizado por Najafpour et al. (2004), com uma concentração 
de substrato máxima de 150 g/L durante 6h de fermentação, sendo o consumo de açúcar e a 
concentração de etanol de 88,2% e 16,7% v/v, respectivamente. 
Ghorbani et al. (2011) trabalharam com processo de fermentação alcóolica em 
sistema contínuo, utilizando um reator de leito fixo preenchido com células de Saccharomyces 
cerevisiae imobilizadas em alginato de cálcio, avaliando a produção de etanol em função da 
concentração de melaço de cana, da taxa de diluição e do tempo de retenção hidráulica. Após 
24 horas de processo fermentativo, obtiveram uma produção de etanol máxima de 19,15 g/L, 
um rendimento teórico de 46,23%, uma produtividade volumétrica de etanol de 2,39 g/h e um 
consumo total de açúcar de 96%. 
Gabardo (2015) estudaram a bioconversão do soro de leite em etanol, utilizando 
várias linhagens da leveduras Kluyveromyces marxianus imobilizadas em alginato de cálcio 
em biorreator de leito fluidizado, obtendo uma produtividade de 25,3 g/L.h. Esses autores 
realizaram ainda experimentos com dois biorreatores ligados em série, que forneceram um 
aumento na produtividade de etanol de 6,97 g/L.h. 
Rigo (2001) realizou fermentações contínuas utilizando Saccharomyces cerevisiae 
livres e imobilizadas em crisotila, e observou um aumento da produção de etanol com o 
aumento da taxa de diluição quando se utilizou células imobilizadas. 
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Roca et al. (1995), a fim de avaliar a estabilidade do Saccharomyces cerevisiae 
suportado em esferas de alginato de cálcio, realizou um estudo da fermentação alcoólica em 
um reator-piloto de leito fixo preenchido com células de Saccharomyces cerevisiae 
imobilizada em alginato de cálcio tratado com nitrato de alumínio (Al(NO3)3) 0,3M. O autor 
verificou que houve uma redução de 11% na altura do leito devido ao achatamento das esferas 
na base do reator, ocasionado pelo peso do leito. Porém, a quantidade de células livres no 
meio foi baixa, o que levou os autores a concluir que o tratamento das esferas com íons Al
3+
 
melhorou as propriedades mecânicas das mesmas.  
Tyagi et al. (1992) afirmam que, em um biorreator de leito fixo com células 
imobilizadas, quanto menor a densidade de empacotamento maior a perda de produtividade e 
quanto menor a relação altura/diâmetro (H/D) menor a retenção de gás na coluna, pois, com 
um maior diâmetro maior será a mobilidade do gás através dos canais do leito. 
Williams e Munnecke (1981) utilizaram a Saccharomyces cerevisiae imobilizadas 
em alginato de cálcio para avaliar, dentre outros parâmetros, a influência da temperatura e do 
pH na produtividade do processo fermentativo. A produção máxima de etanol para células 
livres foi obtida a uma temperatura de 30 ºC, ao passo que para células imobilizadas essa 
produção máxima foi obtida com 37 ºC. Em relação ao pH, o autor observou que as células 
imobilizadas apresentam resistência a uma variação de pH de 3 a 7,5, mantendo boa produção 
de etanol. Ao passo que para fermentação com células livres a produção ótima de etanol foi 
obtida apenas com o pH 4,5. 
Wendhausen et al. (2000) utilizaram várias cepas de Saccharomyces cerevisiae 
aderidas em crisotila em um estudo da influência da variação de concentração de glicose na 
fermentação alcoólica em um sistema contínuo de leito fixo. Os autores obtiveram uma 
produtividade média de 20 a 25 g/L.h e de 16 g/L.h em 20 e 50 dias de operação do reator, 
respectivamente. 
3.9. Biorreatores de leito fixo  
O biorreator de leito fixo pode ser definido como uma coluna cilíndrica 
preenchida de forma compacta com partículas, nas quais possuem o biocatalisador 
imobilizado. O meio fermentativo (substrato) escoa através do leito poroso de forma 
ascendente ou descendente. Esse tipo de sistema pode ser operado em modo batelada, em 
batelada alimentada com retirada de produto e em modo contínuo (BAILEY e OLLIS, 1986 
apud QUERINO, 2004). Os estudos de fermentações alcoólicas com esse tipo de biorreator 
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normalmente possuem uma geometria (layout) como o apresentado na Figura 10. O qual 
possui um reservatório para o meio fermentativo e outro para armazenamento do caldo 
fermentado; o biorreator é revestido por um compartimento, no qual recircula água, a 
temperatura adequada, para manter a temperatura do processo o mais constante possível; e na 
parte superior possui um canal de saída de gás carbônico, CO2. 
Essa configuração de biorreator possui como vantagens a simplicidade de desenho 
do biorreator e controle operacional, após atingir regime constante, altas taxas de 
concentração celular, possibilidade de serem operados sob elevada razão de tempo de 
retenção celular/tempo de retenção hidráulica, serem menos dependentes de equipamentos 
auxiliares para separação de biomassa e a possibilidade de operação contínua. A desvantagem 
é devido a a transferência de calor, ineficiente, ao longo do leito (baixa condutividade), visto 
que, na entrada a taxa de reação é bem maior devido à elevada concentração de substrato e em 
reações exotérmicas a taxa de liberação de energia ao longo da altura do reator não é uniforme 
(TOLEDO, 1999). Outro fator que pode diminuir a transferência de calor é o tamanho das 
partículas do leito, biocatalisador imobilizado, que não podem ser muito pequenas por 
causarem entupimentos e alta queda de pressão.  
Figura 10 - Biorreator de leito fixo com células imobilizadas.  
Fonte: Adaptado de Tyagi et al. 1992 
 
A fermentação em leito fixo com células imobilizadas para produção industrial 
vem sendo aplicada desde 1982. Dentre os estudos disponíveis na literatura utilizando essa 
configuração de biorreator com Saccharomyces cerevisiae imobilizada em alginato de cálcio 
para produção de etanol estão os trabalhos realizados por Nagashima et al., (1983) e Tyagi et 
al. (1992), Najafpour et al. (2004) e Ghorbani et al. (2011). 
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Atualmente os estudos referentes a esse tipo biorreator para fermentação alcoólica 
baseiam-se, dentre outros fatores, no aperfeiçoamento das técnicas de imobilização com a 
aplicação de novos materiais que podem permitir maior resistência aos biocatalizadores 
suportados as variações operacionais de cargas hidráulicas e orgânicas (COHEN, 2001). 
 
4. PARTE EXPERIMENTAL  
A parte experimental foi desenvolvida no Laboratório de Biocatálise e Síntese 
Orgânica (LaBioSin) e no Laboratório para o Estudo de Processos de Adsorção e Catálise – 
LEPAC, ambos no do Instituto de Química (IQ) da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP) sob supervisão do Professor Dr. Paulo José Samenho Moran, uma vez que este 
projeto é uma parceria entre a Faculdade de Engenharia Química (FEQ) e o Instituto de 
Química (IQ) da Unicamp. 
4.1. Reagentes  
Na Tabela 2 estão descritos os reagentes comerciais que estão sendo utilizados 
para execução dos experimentos. 
Tabela 2 - Relação dos reagentes utilizados nos experimentos. 
Reagente Procedência 
D-Glicose anidra Synth 
Etanol anidro ≥99,5% Sigma-Aldrich 
Extrato de levedura BD-Biosciences 
Extrato de malte BD-Biosciences 
Peptona bacteriológica BD-Biosciences 
Ácido algínico de sódio – viscosidade média Sigma-Adrich 
Quitosana – médio peso molecular Sigma-Adrich 
Ácido acético glacial Synth 
Cloreto de cálcio Synth 
Ágar Acumedia 
Ácido sulfúrico Mallinckrodt 
Ácido clorídrico Synth 
4.2. Instrumentos e equipamentos 
Na Tabela 3 estão descritos todos os equipamentos utilizados na execução deste 
trabalho.  
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Os materiais utilizados durante a fermentação (meios e utensílios) foram 
esterilizados à temperatura de 121 
o
C, por 20 e 30 minutos, dependo do material, em 
autoclave vertical da marca Prismatec, modelo CS. 
As fermentações em batelada foram conduzidas em shaker orbital da marca 
Marconi, modelo MA-420, utilizando 200 rpm. 
A manipulação dos aparatos para o processo de fermentação foi realizada em 
câmara de fluxo unidirecioanal da marca Veco, modelo CFLV12. 
A avaliação do consumo de glicose e produção de etanol foi realizada através de 
equipamento de HPLC da marca Agilent Technologies, modelo 1200 Series, com coluna 
Aminex® HPX-87H, 300mm x 7,8mm (Catalog 125-0140), serial number: 432844, Bio-rad.  
O crescimento celular foi avaliado através de medidas da densidade celular por 
medida de absorbância na faixa de 600 nm, em colorímetro da marca Biowave, modelo 
CO8000. 
As imagens de Micrografia Eletrônica de Varredura (MEV) das esferas de 
alginato de cálcio foram obtidas no equipamento da marca Jeol 6360-LV. 
 Tabela 3 - Relação dos equipamentos utilizados com as respectivas marcas e modelos. 
Equipamento Marca Modelo 
Ultra-som Thornton T14 
HPLC Agilent Technologies 1200 Series 
Equipamento de fluxo 
unidirecional 
Grupo Veco 
CFLV 12 
Autoclave vertical Prismatec CS 
Centrífuga Novatécnica NT800 
Estufa de secagem e esterilização Fanem 315SE 
Balança analítica Mettler Toledo AB204-S 
Balança semi-analítica Bel Engineering - 
pHmetro Digimed DM-20 
Agitador magnético/chapa de 
aquecimento 
IKA 
C-MAG HS7 
Medidor de densidade celular-
colorímetro 
Biowave 
CO8000 
Incubadora-Shaker orbital Marconi MA-420 
Incubadora-Shaker orbital Marconi MA-415 
Bomba dosadora peristáltica Milan - 
Bomba dosadora peristáltica Start BioScionce - 
Centrífuga de microtubo Novatécnica NT 800 
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4.3. Agente da fermentação alcoólica  
A cepa JAY270 de Saccharomyces cerevisiae foi utilizada para todos os 
experimentos de fermentação deste estudo e foi fornecida pelo Instituto de Biologia da 
Unicamp. Esse microrganismo foi escolhido para esse estudo por exibir alta resistência à 
elevadas temperaturas, variação de pH e estresse oxidativo e também alta produção de massa 
celular e de etanol (ARGUESO et al., 2009). 
4.4. Meio de crescimento 
A composição do meio de cultura utilizado para crescimento do microrganismo, 
pré-inóculo e inóculo, em todos os experimentos foi de 3,0 g/L de extrato de malte; 3,0 g/L de 
extrato de levedura; 5,0 g/L peptona bacteriológica e 10 g/L glicose.  
4.5. Meio fermentativo 
Para estudo da fermentação em batelada com células livres e imobilizadas foi 
utilizado meio de fermentação contendo 10 g/L de extrato de levedura e concentrações de 
glicose de 100, 200 e 300 g/L. E para as fermentações em leito fixo foi utilizado 
concentrações de glicose de 100 e 300 g/L. Nos subitens do item 4.6 está descrito as 
respectivas concentrações inicial de glicose para cada ensaio de fermentação. 
4.6. Experimentos de fermentação  
4.6.1. Pré-inóculo 
Foram utilizados dois erlenmeyers de 125 mL contendo 20 mL de meio de 
crescimento em cada um com a composição descrita no item 4.4. Os mesmos foram fechados 
com tampão de algodão e esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Após o 
resfriamento, a cepa JAY270 de S. cerevisiae (2 ml) conservada em biofreezer à -81 ºC foi 
descongelada e posteriormente inoculada em um dos erlenmeyers e o terceiro foi mantido tal 
qual para ser o controle negativo. Esse procedimento foi realizado em câmara de fluxo 
unidirecional para evitar contaminação do sistema. Os erlenmeyers foram colocados em 
shaker, mantendo sob agitação de 200 rpm por 9 horas à temperatura de 30 °C. 
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4.6.2. Inóculo 
Em câmara de fluxo unidirecional, dividiu-se o volume do pré-inóculo igualmente 
para dois erlenmeyers de 2L contendo 1L do meio de crescimento, previamente esterilizado 
em autoclave. Os erlenmeyers foram colocados em shaker, mantendo sob agitação de 200 rpm 
por 24 horas à temperatura de 30 °C. Após esse período, em câmara de fluxo unidirecional, os 
2 L de inóculo foram divididos em quatro frascos plásticos de centrífugas de 500 mL com 
tampa, previamente esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos, e posteriormente 
levados para centrifugação à 3000 rpm durante 30 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e as 
células foram utilizadas para a fermentação com células livres ou para imobilização em 
alginato de cálcio. 
4.6.3. Fermentação com células livres 
Para fermentação de células livres em batelada utilizou-se um erlenmeyer de 500 
ml com 200 mL do meio de fermentação conforme descrito no item 4.5. Primeiramente, o 
meio fermentativo e a solução de glicose foram esterilizados separadamente em autoclave a 
121°C por 15 minutos, para se evitar reações químicas do açúcar com os outros componentes 
do meio sob altas temperaturas que podem causar o baixo rendimento da reação de 
fermentação. Após o resfriamento as soluções foram misturadas em câmara de fluxo 
unidirecional. 
Foi utilizado 100 ml do meio fermentativo para ressuspender a massa celular 
contida nos quatro frascos utilizados na centrifugação (item 4.6.2). O volume do meio de 
fermentação contendo as células ressuspendidas foi transferido para os 100 mL de meio de 
fermentação contido no erlenmeyer e fechado novamente com tampão de algodão. 
Mediu-se a difusividade ótica (OD600) do meio com o espectrofotômetro para 
determinar a concentração celular inicial. Em seguida o erlenmeyer foi colocado em shaker, 
mantendo sob agitação de 200 rpm por 24 horas à temperatura de 30 °C. Neste período, 
durante as quatro primeiras horas, três alíquotas foram retiradas a cada 30 minutos e após este 
período as amostras foram retiradas a cada uma hora. Duas dessas amostras foram congeladas 
em microtubos de centrífuga para posterior análise em HPLC do consumo de glicose e 
produção de etanol e a outra amostra foi utilizada imediatamente para análise do crescimento 
celular através de medida de densidade ótica OD600nm. 
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Foram realizados testes de fermentação com células livres em meio contendo 100, 
200 e 300 g/L de glicose. 
4.6.4. Fermentação com células imobilizadas  
4.6.4.1.Obtenção das esferas de alginato de cálcio  
4.6.4.1.1. Solução 3% de alginato de sódio de média viscosidade 
As células de Saccharomyces cerevisiae foram imobilizadas em uma solução 
contendo 3% de alginato de sódio. A quantidade de alginato de sódio utilizada dependeu da 
quantidade de células obtidas durante a etapa de crescimento (pré-inóculo e inóculo), de modo 
que o volume de água utilizada na solução de alginato de sódio corresponde ao dobro da 
massa úmida de células em gramas, obedecendo a proporção de 3g de alginato de sódio para 
100 mL de água deionizada. 
4.6.4.1.2. Solução 2% de cloreto de cálcio 
Foi adicionado 20 g de cloreto de cálcio em 1 L de água destilada, obtendo assim 
a solução de CaCl2 2%. 
4.6.4.1.3. Síntese das esferas de alginato de cálcio 
A massa celular obtida de 4 frascos plásticos conforme o descrito no item 4.6.2, 
foi ressuspendida em um volume (mL) de água deionizada correspondente ao dobro da massa 
úmida de células obtidas (g) e adicionada à solução de alginato de sódio permanecendo sob 
leve agitação. 
A Figura 11 apresenta o aparato para a síntese das esferas de alginato de cálcio. 
Uma mangueira de silicone foi mergulhada na mistura contendo a solução de alginato de 
sódio 3% e a suspensão celular (1). Essa mangueira foi fixada em uma bomba peristáltica (2) 
e conectada a uma seringa. Abaixo da seringa foi colocado um béquer com 150 mL da 
solução de cloreto de cálcio 2% para gotejamento da suspensão de células e alginato de sódio, 
a uma vazão controlada para formação das esferas de alginato de cálcio (3). A solução de 
cloreto de cálcio com as esferas de alginato de cálcio foi homogeneizada periodicamente e 
trocada por uma solução nova de CaCl2 2% na metade do processo. Ao término do processo 
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as esferas foram curadas na própria solução de cloreto de cálcio 2% durante 1 hora. Após o 
tempo de cura, as esferas foram filtradas em peneira e lavadas cuidadosamente com 400 ml de 
água destilada e armazenadas imersas em água destilada durante 15 h sob refrigeração à 
temperatura de 6-10 
o
C, antes do uso na fermentação. 
Figura 11 - Aparato para imobilização das células de Saccharomyces cerevisiae em alginato de cálcio. (1) 
solução de células com alginato de sódio. (2) Bomba peristáltica. (3) Solução de Cloreto de Cálcio 2%. 
 
 
4.6.4.1.4. Esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana 
Para a síntese das esferas de alginato de cálcio revestidas com quitosana, foi 
realizado o mesmo procedimento como descrito no item 4.6.2.3 até o passo em que as esferas 
são curadas por 1 hora na solução de cloreto de cálcio 2%, filtradas em peneira e lavadas com 
400 ml de água destilada. Após esta etapa as esferas foram colocadas em contato com a 
solução ácida de quitosana 0,25%, com pH 4 ± 0,2. As esferas foram curadas durante 30 
minutos nessa solução com leves agitações periódicas. Após o tempo de cura as esferas foram 
filtradas em peneira e lavadas com 400 mL de água destilada e armazenadas sob refrigeração 
à temperatura de 6-10 
o
C, imersas em água destilada durante 15 h sob refrigeração antes do 
uso na fermentação. 
4.6.4.2. Fermentação em batelada com células imobilizadas 
Para cada batelada de fermentação com células imobilizadas foi utilizado 200 ml 
de meio fermentativo (item 4.5) com, aproximadamente 50g de esferas de alginato de cálcio 
contendo uma massa celular de, 20 ±3 g (peso úmido). 
Primeiramente, a glicose foi adicionada a outra parte do meio de fermentação e 
logo após adicionou-se as esferas. Todo procedimento foi realizado em câmara de fluxo 
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laminar. O erlenmeyer foi fechado com tampão de algodão colocado em shaker, mantendo 
sob agitação de 200 rpm à temperatura de 30 °C. Durante as quatro primeiras horas de reação, 
três alíquotas foram retiradas a cada 30 minutos e após este período as amostras foram 
retiradas a cada uma hora. Duas dessas amostras foram congeladas em microtubos de 
centrífuga para posterior análise em HPLC do consumo de glicose e produção de etanol e a 
outra amostra foi utilizada imediatamente para determinação, por medida de difusividade 
ótica (OD600), da quantidade de células que se desprenderam das esferas. 
4.6.4.3. Fermentação em leito fixo com células imobilizadas 
Para cada teste de fermentação em leito fixo em sistema contínuo foi utilizado, em 
média, 150 g de esferas contendo uma massa celular de 85 ± 3g (peso úmido). Utilizou-se o 
meio fermentativo descrito no item 4.5, com uma concentração de glicose de 100 e 300 g/L, 
dependendo do teste. Cada experimente foi operado continuamente por 5 dias e as amostras 
foram retiradas em intervalos de tempos diversos, armazenadas em microtubos e congeladas 
para posterior análise em HPLC. Os demais parâmetros do processo, tais como: vazão, tempo 
de residência e taxa de diluição estarão descritos nos respectivos subitens do item “Resultados 
e Discussão” (item 5) desta dissertação.  
4.7. Análise de difusividade ótica em espectrofotômetro – Determinação da 
concentração celular 
Para acompanhar o crescimento celular em todos os experimentos de fermentação, 
foram realizadas análise de difusividade ótica (OD600) na faixa de leitura de transmitância de 
0,2 à 0,8, portanto, para amostras muito concentrada foram efetuadas as diluições necessárias. 
Para determinação da concentração em g/L de células (CC) foi utiliza a Equação 3:  
 
CC = A600 * D * 0,35                                            (Equação 3) 
 
Onde: 
CC: concentração de células (g/L); 
A600: valor de absorbância obtido; 
D: fator de diluição da amostra; 
0,35: fator de conversão para Saccharomyces cerevisiae (LEE et al., 2015) 
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Para determinar a concentração celular no interior das esferas de alginato foram 
utilizados dois métodos: 
 Método-I: diferença de peso das esferas durante os experimentos de fermentação. Esse 
método foi aplicado nos testes de fermentação com 200 e 300 g/L de glicose, onde a 
cada hora foram retiradas 5 esferas sistema e o peso das mesmas foram determinadas 
em balança analítica e a diferença seria diretamente proporcional ao crescimento 
celular. 
 Método-II: medida da difusividade ótica da solução de esferas dissolvidas. Esse 
método foi aplicado nas fermentações em batelada com 100 g/L de glicose, onde 
foram retiradas 10 esferas do meio, as mesmas foram postas em tubo falcon com 10 
ml de uma solução de citrato de potássio 2%, posteriormente foram colocadas sob 
agitação de 200 rpm em shaker. Após dissolução, as amostras forma centrifugadas, 
descartou-se o sobrenadante, acrescentou-se 5 ml de água deionizada, agitou-se e 
mediu-se a difusividade ótica da solução. O mesmo procedimento foi feito para 
preparar o branco da medida, porém, sem a presença de células nas esferas. 
4.8. Análise das amostras de fermentações no HPLC 
4.8.1.  Condições de análise do equipamento  
• Fase móvel: foi preparada uma solução de ácido sulfúrico aquoso de 
concentração 0,005 mol/L e pH 2,80. Essa solução foi filtrada em filtro de 0,45 μm e 
desgaseificada em ultrassom acoplado a uma bomba à vácuo por 12 minutos; 
• Coluna: Aminex, HPX-87H Column, 300 x 7,8 mm. 
• Detector com índice de refração. 
• Condições: 
i. Temperatura da coluna: 35°C; 
ii. Vazão da fase móvel: 0,6 mL/min;  
iii. Volume de injeção de amostra: 20 μL;  
iv. Tempo de corrida por amostra: 25 minutos. 
4.8.2.  Construção das curvas de calibração para glicose e etanol 
Para análise do consumo de substrato e produção de etanol, primeiramente 
construiu-se uma curva de calibração para cada um desses componentes. A cada nova análise, 
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de processo diferente, foi construída uma nova curva de calibração devido possibilidade de 
possíveis variações nas condições de análise.  
Para os experimentos de fermentação em batelada com células livres e com 
células imobilizadas em alginato de cálcio as curvas de calibração foram obtidas com as 
seguintes concentrações: 400, 300, 250, 150, 100, 50, 25, 20, 5, 2 g/L para glicose e 200, 150, 
100, 50, 40, 20, 10 5 e 2g/L para o etanol.  
Para os experimentos de fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana, as curvas de calibração foram obtidas com as seguintes 
concentrações: 300, 200, 100, 50, 25, 10 e 2 g/L para glicose e de 100, 50, 40, 20, 10, 5 e 2 
g/L para o etanol. 
Para os experimentos com células livres e com células imobilizadas em alginato 
de cálcio revestido com quitosana com 100 g/L de glicose, as curvas de calibração foram 
obtidas com as seguintes concentrações: 150, 30, 10 e 2 g/L para glicose e de 60, 10, 5 e 2 g/L 
para o etanol. 
Para o Teste-II de fermentação em leito fixo as curvas de calibração foram obtidas 
com as seguintes concentrações: 300, 100, 50, 25, e 2 g/L para glicose e de 150, 100, 20, 5 e 2 
g/L para o etanol.  
Para o Teste-III e IV de fermentação em leito fixo as curvas de calibração foram 
obtidas com as seguintes concentrações: 150, 100, 50, 30, 10e 2 g/L para glicose e de 60, 30, 
20, 10, 5 e 2 g/L para o etanol.  
Amostras com concentrações muito elevadas foram diluídas a fim de assegurar o 
limite de detecção do equipamento e a área do pico obtida para cada amostra foi multiplicada 
pelo respectivo fator de diluição. Através do resultado obtido da área dos picos fornecida para 
concentração de glicose e etanol foi possível construir uma curva de calibração de área do 
pico versus concentração de etanol/glicose e, fazendo-se a regressão linear foi possível obter 
uma equação de calibração que foi utilizada para obter as concentrações de glicose e etanol 
nos ensaios de fermentação.  
4.8.3.  Preparo das amostras de fermentação para análise no HPLC 
As amostras das fermentações para análise no HPLC foram centrifugadas e 
filtradas em filtro 0,22µm para eliminar partículas que possam entupir os poros da coluna. 
Amostras muito concentradas foram diluídas a fim de não ultrapassar o limite de detecção do 
equipamento e o valor de área obtido foi multiplicado pelo respectivo fator de diluição. A 
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mesmas foram injetadas no equipamento HPLC utilizando as condições descritas no item 
4.8.1, subitens i - v. 
4.9. Estudo da absorção da glicose e do etanol nas esferas de alginato de cálcio 
A fim de avaliar o abrupto desaparecimento da glicose no meio reacional nas 
primeira hora dos experimentos de fermentação em batelada, foram realizados experimentos 
para estudar a absorção da glicose e do etanol no gel de alginato de cálcio. Utilizou-se aqui o 
termo absorção pois, acredita-se que a glicose e o etanol ficam dissolvidos no gel de alginato. 
Para obtenção das esferas de alginato de cálcio e de alginato de cálcio revestido 
com quitosana foi realizado o procedimento descrito no subitem 4.6.4.1., porém sem as 
células de S. cerevisiae. 
Para avaliar a absorção da glicose, as esferas forma postas no em 200 ml de meio 
fermentativo com 300 g/L de glicose e para avaliar a difusão/adsorção do etanol utilizou-se 
um meio fermentativo com 100 g/L de etanol sem glicose. Amostras foram coletadas tal como 
nos experimentos de fermentação em batelada. A concentração de glicose e etanol foi 
determinada por HPLC. 
Os dados obtidos no experimento de absorção da glicose foi ajustado a um 
modelo matemático cinético de absorção de pseudo 2º ordem. As equações utilizadas, bem 
como os resultados estão descritos no item 5.6 desta dissertação. 
4.10. Fermentação em Leito fixo em sistema contínuo com células imobilizadas 
Primeiramente, foram realizados testes em leito fixo com células imobilizadas em 
esferas de alginato de cálcio, a fim de se avaliar qual a configuração de biorreator adequada 
para o processo de fermentação e o comportamento das esferas quanto a resistência à ruptura. 
Para tanto, foram testados duas configurações de biorreator. No item 5.6 desta dissertação 
estão apresentadas as imagens dessas configurações: 
 Configuração A: reator vertical encamisado para controle da temperatura ótima de 
reação (30 ºC), com 50 cm de altura e 3 cm de diâmetro, capacidade de 180 ml. A 
alimentação foi realizada na base e saída do efluente e de gás no topo.  
 Configuração B (Figura 12): reator vertical encamisado com estrutura compacta, 
diâmetro interno de 8 cm e altura de 10 cm. A alimentação foi realizada de na base e 
saída do efluente em um canal localizado no limite superior do leito de biocatalisador. 
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No topo do biorreator foram conectadas mangueiras com filtro de 0,22µm para 
facilitar a saída do gás produzido.  
Figura 12 – Biorreator utilizado nos experimento de fermentação. Configuração-B. 
 
4.11. Determinação dos parâmetros cinéticos e modelagem matemática 
As equações utilizadas para determinação dos parâmetros cinéticos representam 
teoricamente a fase exponencial e estacionária da levedura nas fermentações, 
desconsiderando-se as etapas de adaptação e morte dos microrganismos. É válido ressaltar 
que foi realizado um crescimento gradual do microrganismo (pré-inóculo e inóculo) e, 
portanto a fase de adaptação da levedura no meio fermentativo é relativamente rápida e, por 
isso incluiu-se esses dados nos cálculos dos parâmetros cinéticos. 
4.11.1. Leis de velocidade e coeficientes de rendimentos 
Considerou-se que a fermentação alcoólica é regida pela seguinte equação 
estequiométrica: 
 
Substrato + Células = Produtos + Mais células 
 
Sabe-se que no estudo cinético da fermentação alcoólica, um fator crucial é a 
determinação da taxa de crescimento celular, pois, esse fator prediz o tempo de reação o que, 
consequentemente, estabelece os demais parâmetros de controle do processo.  
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Abordou-se neste estudo, uma análise cinética não-estruturada e não-segregada 
da fermentação alcoólica, onde as células de microrganismo são considerados como soluto e 
não como seres distintos. Ao contrário de reações estequiométricas, reações que envolvem 
microrganismos são mais complexas pois dependem de diversos fatores, tais como: o sistema 
microrganismo/nutriente e as condições ambientais como pH e temperatura. Em geral, para 
uma reação de fermentação, i.e, não existe uma estequiometria pré-determinada. Isso vale 
dizer que os coeficientes estequiométricos, também conhecidos como coeficientes de 
rendimento devem ser determinados caso a caso. Neste estudo, os coeficientes de rendimentos 
YC/S, YC/P e YP/S foram determinados levando em consideração todo o intervalo de tempo 
utilizado nas reações de fermentação em batelada para células livres e células imobilizadas (0 
- 8,5 horas). As equações para esses parâmetros estão apresentadas nas Equações 4, 5 e 6. 
 
  
 
 
                            
                            
  
     
     
                     (Equação 4) 
 
  
 
 
                         
                            
  
     
     
                    (Equação 5) 
 
  
 
 
                        
                            
  
     
     
                     (Equação 6) 
 
Sendo a massa molecular do etanol 46 g/mol e da glicose 180 g/mol, o fator de 
conversão máximo teórico de substrato em produto foi calculado de acordo com a Equação 7. 
 
  
 
         
 
            
           
  
         
          
                        (Equação 7) 
 
portanto, para 1 g de glicose, estequiometricamente, produz-se 0,511 g de etanol. 
Neste trabalho foi utilizado a equação de Monod (Equação 1 e 2) para descrever a 
taxa de crescimento da Saccharomyces cerevisiae, bem como, para determinar os valores de 
µmax e KS. 
 
                                                        (Equação 1) 
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                                            (Equação 2) 
 
Combinando as Equações 1 e 2, temos a equação de Monod (Equação 8) relativa à 
velocidade de crescimento celular que pode ser aplicado à fermentação alcoólica. 
 
   
        
     
                                               (Equação 8) 
 
O valor de rC frequentemente depende da concentração de mais de um nutriente, 
porém, como neste estudo o meio fermentativo continha apenas extrato de levedura e glicose 
(item 4.5), considerou-se que o nutriente limitante do processo foi a glicose.  
A possibilidade de inibição do crescimento da levedura em virtude do 
encapsulamento em alginato e a possibilidade de acúmulo de produto no interior das esferas, 
para o cálculo de rC, incluiu-se na Equação 4 um termo de inibição por produto, kobs, 
resultando na Equação 9. 
 
       
        
     
                                       (Equação 9) 
 
em que 
 
        
  
  
  
 
                                              (Equação 10) 
Com 
CP* = concentração do produto na qual todo o metabolismo da levedura cessou (g/L) 
n = constante empírica  
Segundo Fogler (2012) para fermentação alcoólica os valores típicos de CP* e n 
são de 93 g/L e 0,5, respectivamente. Tomou-se esses valores como base para estimar os 
demais parâmetros dos experimentos de fermentação do presente estudo. 
Numa reação de fermentação os microrganismos não fazem parte da 
estequiometria mencionada anteriormente, ao contrário, fazem parte de outra reação que deve 
ser considerada em separado. Assim, temos 
 
S                 Y’C/SC + Y’P/SP 
células 
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Nesse caso se fosse possível separar o substrato (S) que é consumido na presença 
de células para formar novas células, C, do substrato que é consumido para formar produto 
(P), os coeficientes de rendimento Y’C/S e Y’S/P podem ser escritos como (Equações 11 e 12): 
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            (Equação 12) 
 
Além do substrato utilizado para a produção de células e produto, parte deste é 
consumido durante a reação de fermentação para manter ativo o metabolismo da levedura, m 
(Equação 13). 
 
  
                                          
                          
     ......  (Equação 13) 
 
Para este estudo foi utilizado valores típicos na ordem de m = 0,05 h
-1
 (FOGLER, 2012) 
A taxa de consumo de substrato para manutenção dos microrganismo é dada pela 
Equação 14:  
                                                       (Equação 14) 
 
Na fermentação alcoólica a maior quantidade de produto é formada na fase 
exponencial de crescimento microbiano, ou seja, a cinética para o produto está associada ao 
crescimento celular. Portanto, a velocidade de formação do produto pode ser definida segundo 
a Equação 15: 
 
       
 
                                                (Equação 15) 
 
Como foi descrito até aqui, o estudo cinético da reação de fermentação alcoólica é 
muito complexo devido a variação do metabolismo da levedura durante a reação, e um dos 
caminhos para se determinar os parâmetros cinéticos desejados é através do balanço de massa 
do substrato. Dessa forma, o relaciona-se a velocidade de consumo de substrato, rS, com as 
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velocidades de crescimento celular, rC, com a velocidade de geração de produto, rP, e de 
manutenção celular, rsm (Equação 16). 
 
 
              
        
          
         
   
              
        
             
   
              
        
            
       
   
              
            
           
  
 
      
 
 
     
 
 
                                         (Equação 16) 
 
Devido a dificuldade de se separar a quantidade de substrato utilizado para a 
manutenção celular e a quantidade de substrato consumido para produção de etanol a Equação 
16 se reduz à Equação 17 e a velocidade de formação de etanol é obtida utilizando a Equação 
15. 
 
      
 
 
                                              (Equação 17) 
4.11.2. Outros parâmetros operacionais 
 Rendimento, R (%) 
 
O rendimento, R, da reação de fermentação corresponde na razão entre a 
quantidade de etanol obtido, CP, na reação e quantidade estequiométrica de etanol, 
CPestequiométrico, conforme a Equação 18. 
     
     
                 
                                    (Equação 18) 
 
 Produtividade em etanol, θ (g/L.h) 
 
Para fermentação em batelada, a produtividade volumétrica do etanol foi 
determinada pela razão entre a variação da concentração de etanol no final da reação, CP, e no 
início, CP0=0, e o tempo total da reação (Equação 19). 
 
  
      
 
                                                 (Equação 19) 
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Para fermentação em leito fixo, a produtividade foi determinada segundo a 
Equação 20 que consiste na produção total de etanol, CP, divido pelo tempo de residência 
médio, τ (h).  
 
  
  
 
                                                      (Equação 20) 
 
O tempo de residência médio corresponde ao tempo necessário para processar um volume de 
fluido no reator. Portanto, τ, é obtido pela razão entre o volume útil do biorreator (volume de 
liquido que ocupa os interstícios do leito de biocatalisador), V, e a vazão de alimentação do 
meio fermentativo,   (L/h), apresentado na Equação 21. 
 
  
 
 
                                                  (Equação 21) 
 
 
Os demais equacionamentos referente a modelagem matemática dos experimentos 
em batelada e em leito fixo realizadas neste trabalho estão descritos no item 5.8 desta 
dissertação. 
 
5. RESULTADO E DISCUSSÃO 
5.1. Fermentação com células livres 
Para cada um dos experimento de fermentação com células livres foi utilizado a 
massa celular obtida de quatro tubos de centrífugas (item 4.6.2) o que corresponderam a 20 ± 
1 g (massa úmida). Através da medida de análise de densidade óptica, OD600, da massa celular 
e aplicando a Equação 3, forneceu uma concentração em massa seca de células de 11,0 ± 0,5 
g/L. Ortiz (2010) utilizando a mesma condições para inóculo, obteve uma concentração 
celular de próxima a encontrada neste trabalho, de 12,4 g/L para Saccharomyces cerevisiae 
CCT0294 e de 11,46 g/L para levedura comercial. Lehmkuhl (2006), utilizando 
Saccharomyces cerevisiae CCT-0294 obteve uma concentração celular de 12,57 g/L, 
utilizando 20 g/L de glicose no inóculo. 
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Na Tabela 4 estão descritos os valores da concentração celular da fermentação 
com células livres para todas as concentrações de glicose utilizadas. A Tabela 13 apresenta os 
valores obtidos para o consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células 
livres com concentração inicial de glicose de 100 g/L. O experimento foi acompanhado por 
8,5 horas. Esses experimentos foram realizados em triplicata.  
A fim, de se verificar o desempenho fermentativo da levedura utilizada neste 
estudo foram realizadas fermentações com altas concentrações de glicose. As Tabelas 14 e 15 
apresentam os valores obtidos para o consumo de glicose e produção de etanol na 
fermentação com células livres com concentração inicial de glicose de 200 e 300 g/L, 
respectivamente. Devido a alta concentração de glicose essas fermentações foram 
acompanhadas por 24 horas. Esses experimentos foram realizados em duplicata.  
5.2.Fermentação em batelada com células imobilizadas 
5.2.1. Fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio com 200 e 300 g/L 
de glicose inicial – 1 batelada 
Foram realizadas fermentações com células de Saccharomyces cerevisiae JAY270 
imobilizadas em alginato de cálcio 2% em meio fermentativo com 200 e 300 g/L de glicose 
inicial. 
A massa de células úmida obtida através do inoculo (descrito no item 4.6.1.2) foi 
de 50 ± 1g. Através da medida de densidade ótica OD600 dessa massa celular e aplicando a 
Equação 3, obteve-se uma concentração de massa seca de células de 30,0 ± 1 g/L. Toda massa 
celular foi imobilizada, fornecendo 100 g de esferas de S. cerevisiae suportado em alginato. 
Em cada ensaio de fermentação com concentração inicial de glicose de 200 e 300 g/L, foram 
utilizados 50 g de esferas e, portanto, considerou-se que no início da reação continha, 
aproximadamente, 15 ± 1 g/L de células em cada batelada. 
As Tabelas 16 e 17 apresentam os valores obtidos para o consumo de glicose e 
produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio com 
concentração inicial de glicose de 200 e 300 g/L, respectivamente.  
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5.2.2. Fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido com 
quitosana com 200 e 300 g/L de glicose inicial – 1 batelada 
Foram realizadas fermentações com células de Saccharomyces cerevisiae JAY270 
imobilizadas em alginato de cálcio revestido com quitosana em meio fermentativo com 200 e 
300 g/L de glicose inicial. 
Para cada experimento de fermentação foi utilizado a massa celular obtida em 
quatro tubos de centrífugas (item 4.6.1.2) o que correspondeu a 20 ± 1 g. Através da medida 
de densidade óptica OD600 e aplicando a Equação 3, forneceu uma concentração de massa 
seca de células de 13,0 ± 1 g/L. Toda essa massa de célula foi imobilizada, fornecendo 50 g 
de esferas de S. cereviseae suportado em alginato revestido com quitosana, que 
posteriormente foi adicionada ao meio fermentativo para a realização do experimento. 
As Tabelas 18 e 19 apresentam os valores obtidos para o consumo de glicose e 
produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido 
com quitosana com concentração inicial de glicose de 200 e 300 g/L, respectivamente.  
5.2.3. Fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido com 
quitosana com 100 g/L de glicose inicial – 8 bateladas consecutivas 
A fim de avaliar o desempenho fermentativo do biocatalisador imobilizado e a 
resistência mecânica das esferas durante o uso prolongado, bem como, obter dados para 
comparação com as fermentações em leito fixo, foram realizadas fermentações com células de 
Saccharomyces cerevisiae JAY270 imobilizadas em alginato de cálcio revestido com 
quitosana em meio fermentativo com 100 g/L de glicose inicial, reutilizando as esferas em 8 
bateladas consecutivas. 
Para cada experimento de fermentação foi utilizado a massa celular obtida em 
quatro tubos de centrífugas (item 4.6.1.2) o que correspondeu a 15 ± 1 g. Através da medida 
de densidade óptica OD600 e aplicando a Equação 3, forneceu uma concentração de massa 
seca de células de 9,45 ± 1 g/L. Toda essa massa de célula foi imobilizada, fornecendo uma 
média de 48 g de esferas de S. cerevisiae suportado em alginato revestido com quitosana, que 
posteriormente foi adicionada ao meio fermentativo para a realização do experimento. As 
bateladas 1,3 5, 7 e 8 processaram-se por 8,5 horas. Já as bateladas 2, 4 e 6 foram processadas 
por 15 horas.  
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Ao final de cada batelada as esferas eram filtradas em peneira, lavadas com água 
destilada e transferidas para um erlenmeyer contendo 200 ml de meio fermentativo novo. Esse 
procedimento foi realizado 8 vezes, totalizando 90,5 horas de fermentação com as mesmas 
esferas, ou seja, não houve nova adição de biocatalizador. 
As Tabelas 20 à 27 apresentam os valores obtidos para o consumo de glicose e 
produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido 
com quitosana para os 8 bateladas, respectivamente. Esses experimentos foram realizados em 
triplicata. 
5.3. Fermentação em biorreator de leito fixo em sistema contínuo 
Nas fermentações em biorreator de leito fixo em sistema contínuo foram 
utilizadas esferas de alginato de cálcio com e sem o revestimento com quitosana. Foram 
realizados testes com concentração de glicose de 300 e de 100 g/L. As quantidades de células 
e de esferas, bem como os demais parâmetros operacionais utilizados nos experimentos estão 
descritos nos respectivos tópicos do subitem 5.5 desta dissertação.  
5.4. Análise das amostras de fermentação em Espectrofotômetro – Determinação da 
concentração celular (Cc) 
5.4.1. Fermentação com células livres 
Devido à fermentação alcoólica ser uma das etapas do metabolismo da levedura, o 
conhecimento da quantidade de massa celular no processo é essencial para descrever a 
velocidade em que esta reação ocorre.  
A Tabela 4 apresenta os resultados para o crescimento celular nas fermentações 
com células livres para os experimentos com 100, 200 e 300 g/L de glicose inicial. A Figura 
13 apresenta o perfil do crescimento celular para esses sistemas. 
Tabela 4 - Concentração celular nas fermentações com células livres com 200 g/L e 300 g/L de glicose inicial. 
 Concentração de células (g/L) 
Tempo (h) 
100 g/L de glicose 
inicial 
200 g/L de glicose 
inicial 
300 g/L de glicose 
inicial 
0 10,54 11,43 11,32 
0,5 11,90 13,77 15,17 
1 12,83 14,12 17,50 
1,5 12,83 17,85 14,00 
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2 14,00 23,33 19,02 
2,5 13,65 25,08 19,60 
3,5 14,12 25,78 21,12 
4,5 11,55 28,35 28,12 
5,5 11,08 29,63 35,23 
6,5 11,43 34,07 39,20 
7,5 8,87 37,57 40,83 
8,5 8,87 34,30 40,13 
9 - 34,07 32,90 
10 - 32,67 31,97 
24 - 27,30 22,40 
 
Figura 13 - Crescimento celular em fermentação com células livres. 
 
 
Conforme observado na Tabela 4 e na Figura 13 o crescimento celular se 
desenvolveu como esperado para fermentação com células livres. Tendo um crescimento 
significativo nas primeiras horas de fermentação e um decaimento à medida que a glicose vai 
se esgotando. 
Na fermentação com 100 g/L a concentração máxima de células foi de 14,12 g/L. 
Já para as demais fermentações esse aumento foi mais expressivo. Para fermentação com 200 
g/L de glicose inicial a concentração máxima de células foi de 37,57 g/L, correspondendo a 
um acréscimo de 26,14 g/L e para fermentação com 300 g/L a concentração máxima de 
células foi de 40,83 g/L correspondendo a um acréscimo de 29,51 g/L. Esse aumento 
expressivo, sobretudo para fermentação com 300 g/L de glicose, indica que a levedura 
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JAY270 adaptou-se muito bem ao elevado teor de açúcar e álcool no meio fermentativo 
mantendo uma boa viabilidade celular. Esse comportamento está de acordo com Victor (2014) 
o qual observou um crescimento significativo com altos teores de açúcar em seu estudo com 
Saccharomyces cerevisiae. Já para a fermentação com 100 g/L de glicose esse aumento não 
foi muito expressivo, de 3,46 g/L (32%). Esse fato pode ser justificado pela menor 
concentração de glicose, sendo que a mesma foi completamente consumida com 2 horas de 
fermentação. Essa valor está de acordo com Duarte (2011), que obteve um aumento de 
concentração celular de 48,5% para fermentação com 100 g/L de glicose inicial. Li et al. 
(2009) não obteve grande quantidade de biomassa em 9 ciclos de fermentação utilizando 
levedura comercial.  
Em todos os ensaios realizados, observou-se que a velocidade de produção de 
etanol está vinculada à velocidade de crescimento microbiano, pois a concentração celular e 
de etanol no meio permanece praticamente constante da metade ao final da fermentação 
apresentando maiores valores na fase exponencial.  
5.4.2. Fermentação com células imobilizadas 
A Figura 14 apresenta imagens das células de Saccharomyces cerevisiae 
imobilizadas em alginato de cálcio (a) e em alginato de cálcio revestido com quitosana (b), 
obtidas por Micrografia Eletrônica de Varredura (MEV), realizada no equipamento da marca 
Jeol 6360-LV. 
Figura 14 - Imagens de MEV, ampliação de 3000 x, das células de Saccharomyces cerevisiae.  
(a) em alginato de cálcio; (b) alginato de cálcio revestido com quitosana. 
 
 
Nota-se que na Figura 14b as células aparentam estarem melhor recobertas devido 
a presença da quitosana. Nos subitens 5.2.2.1 e 5.2.2.2 estarão descritos os dois métodos 
utilizados para quantificar a concentração celular no interior das esferas. 
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5.4.2.1.Método I – variação do peso das esferas 
No Método-I considerou-se que o aumento da concentração de células seria 
diretamente proporcional ao aumento do peso das esferas.  
Nas fermentações com células imobilizadas foram quantificadas as concentrações de 
células que se desprenderam das esferas aplicando a Equação 3 e a concentração celular no 
interior das esferas por variação de peso das mesmas (Método I) com base na concentração 
(g/L) da suspensão de células que foi imobilizada para início da fermentação. Como a 
concentração de células que se desprenderam das esferas foi extremamente pequena, os 
resultados apresentados nas Tabela 5 e 6 representam a soma da concentração de células 
livres e imobilizadas em cada sistema. Já a Figura 15 e 16 apresentam um gráfico o peso de 
uma unidade de esfera versus o tempo de fermentação para fermentação com esferas de 
alginato de cálcio e de alginato de cálcio revestido com quitosana, respectivamente. 
Tabela 5 - Concentração celular nas fermentações com células imobilizadas em alginato de cálcio com 200 e 300 
g/L de glicose inicial. 
Tempo (h) 
CC (g/L) 
200 g/L de glicose inicial 
CC (g/L) 
300 g/L de glicose inicial 
0 15,40 15,40 
0,5 12,84 11,92 
1 12,60 12,07 
1,5 12,42 12,14 
2 12,02 11,69 
2,5 12,34 12,09 
3 11,85 11,50 
3,5 12,09 11,84 
4 12,18 12,08 
5 12,34 12,24 
6 12,44 12,11 
7 13,86 12,61 
8 15,30 12,19 
9 16,15 12,42 
10 16,20 12,42 
24 16,05 14,47 
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Figura 15 - Gráfico do perfil da variação da massa das esferas nas fermentações com células imobilizadas em 
alginato de cálcio com concentração inicial de glicose de 200 e 300 g/L. 
 
 
 
Tabela 6 - Concentração celular nas fermentações com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido com 
quitosana com 200 g/L e 300 g/L de glicose inicial. 
Tempo (h) 
CC (g/L) 
200 g/L de glicose inicial 
CC (g/L) 
300 g/L de glicose inicial 
0 13,71 13,01 
0,5 11,47 10,71 
1 15,32 11,77 
1,5 16,86 13,08 
2 18,23 14,40 
2,5 18,70 15,08 
3 20,04 15,35 
3,5 20,19 15,51 
4 20,28 15,61 
5 20,82 16,14 
6 21,27 17,17 
7 22,88 17,47 
8 20,68 17,63 
9 20,16 18,14 
10 20,08 18,07 
24 20,06 18,27 
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Figura 16 - Gráfico do perfil da variação da massa das esferas nas fermentações com células imobilizadas em 
alginato de cálcio revestido com quitosana com concentração inicial de glicose de 200 e 300 g/L. 
 
 
Analisando as Figuras 15 e 16, observa-se que houve um decaimento na massa 
das esferas logo na primeira amostragem (30 min) em ambos os experimentos. Como as 
esferas antes de serem postas na fermentação estavam imersas em água e, após contato com o 
meio fermentativo já ocorre produção de CO2, essa queda no valor do peso das esferas pode 
ser atribuída à expulsão de água do interior das mesmas pela produção de CO2. 
Para fermentação com 200 g/L de glicose inicial com esferas sem o revestimento 
com quitosana, a massa das esferas manteve-se praticamente constante até 6 horas de 
fermentação, após esse tempo ocorreu um aumento expressivo. Nesse mesmo instante o meio 
possui pouca quantidade de glicose e supõe-se que a fermentação já está no estágio final. 
Desse modo, pode-se concluir que o aumento do peso das esferas não foi ocasionado pelo 
crescimento celular, visto que, quando se esgota glicose no meio teoricamente as células não 
se reproduzem mais e esse aumento de peso deve-se a inserção de água nas esferas já que 
nesse momento há pouca produção de CO2. 
Analisando a fermentações com 300 g/L de glicose inicial sem a presença de 
quitosana (Figuras 15), essa afirmação pode ser novamente confirmada, pois o peso das 
esferas se mantêm praticamente constante durante 10 horas de processo, ou seja, enquanto 
ainda há glicose no meio, e um pequeno aumento apenas é notado após as 24 h de processo, 
momento que não havia mais glicose no meio.  
Nas fermentações com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido com 
quitosana a glicose não se esgotou após as 24 h, isso pode explicar um aumento sutil na massa 
das esferas, o que pode ser correlacionado com o acúmulo de substrato e produto e ainda ao 
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crescimento celular no interior das esferas não sendo assim possível quantificar precisamente 
a concentração celular no interior das mesmas pelo Método I. 
Foi realizado um teste, a fim de saber qual a capacidade de absorção de água pelas 
esferas após o esgotamento de glicose no meio. As esferas que foram retiradas para pesagem 
durante o processo foram imersas em solução de extrato de levedura sem presença de glicose 
e colocada sob as mesmas condições de agitação e temperatura da fermentação (30 ºC e 200 
rpm). Após uma hora de experimento as esferas foram medidas com o auxílio de microscópio 
da marca Micronal, com objetiva de 0,7. Observou-se o aumento de tamanho e massa das 
mesmas (Figura 17 e Tabela 7), constatando sua alta capacidade de absorver água. Dessa 
maneira a hipótese levantada anteriormente pôde ser confirmada.  
Figura 17 - Variação do tamanho das esferas após imersão por 1 h em meio sem glicose. (a) esfera retirada do 
meio de fermentação; (b) esferas após 1 h de imersão em meio sem glicose. 
 
Tabela 7 - Variação do peso das esferas após imersão por 1 h em meio sem glicose. 
Tempo (h) 
Massa das esferas 
retiradas da 
fermentação (g) 
Massa das esferas 
após 1h de imersão 
em solução sem 
glicose (g) 
Variação de peso 
(%) 
1 0,033 0,056 79,82 
3 0,046 0,085 86,22 
5 0,048 0,079 64,15 
7 0,058 0,079 37,27 
9 0,046 0,067 45,36 
 
Tendo em vista a grande variação no peso das esferas devido a inserção de água 
na mesma, o método de determinação de crescimento celular por variação de peso das esferas 
não foi o mais adequado, e não será possível comparar esses resultados com os obtidos na 
74 
fermentação com células livres. Milessi (2012) fez a quantificação celular no interior das 
esferas de alginato dissolvendo as mesmas em uma solução de citrato de potássio 2%, 
centrifugando-as, descartando o sobrenadante, ressuspendendo à massa resultante em água e 
realizando medida de OD600. Este método foi empregado no experimento relatados a seguir, 
sendo denominado de Método II nesta dissertação. 
5.4.2.2. Método II – análise por espectrofotômetro da solução de esferas dissolvidas 
O Método-II consistia em retirar do meio fermentativo 10 esferas inteiras, 
dissolve-las em 10 ml uma solução de citrato de potássio (2%), centrifugar a solução, 
descartar o sobrenadante, acrescentar 10 mL de água deionizada e fazer a medida de 
difusividade ótica. Foi realizado o mesmo procedimento, porém, com esferas de alginato sem 
células para a obtenção do branco para medida no espectrofotômetro. 
A quantificação celular no interior das esferas, aplicando o Método-II foi 
realizado nas fermentações com 100 g/L de glicose inicial, durante as quatro primeiras 
bateladas. Essa análise foi realizadas apenas nessas bateladas devido nas demais bateladas já 
haver esferas rompidas dificultando a coleta de amostra, visto que, as quantificações deveriam 
ser feitas com a mesmas quantidades de esferas inteiras. A concentração de células que se 
desprenderam das esferas ficou na ordem de 1,5 ± 0,2 g em cada batelada, um valor 
relativamente pequeno e, portanto foi adicionado ao total da concentração de células 
imobilizadas. Os resultados estão apresentados na Figura 18. 
Figura 18 - Concentração celular no interior das esferas no início da primeira batelada e ao final das quatro 
primeiras bateladas. 
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Houve um aumento de 5,83 g/L (61,69%) de células até a quarta batelada, sendo 
que a partir da terceira batelada esse aumento não foi tão expressivo. A análise desses dados 
nos permite ajustar o aumento da massa de forma linear em um gráfico de CC versus o tempo, 
Figura 19. 
Figura 19 - Ajuste linear do crescimento celular no interior das esferas de alginato de cálcio revestido com 
quitosana. 
 
 
Conforme apresentado na Figura 19 o ajuste linear (Equação 22) apresenta um 
coeficiente de correlação R
2
=0,966, um valor próximo da unidade e com pouca dispersão dos 
dados, o que sugere, nas condições utilizadas no experimento, que o crescimento celular se dá 
de forma linear com o tempo.  
 
                                                        (Equação 22) 
 
Nessa equação, o coeficiente angular no fornece a taxa de crescimento celular, 
0,1258 h
-1
 enquanto o coeficiente linear deve ser igual ao valor inicial de massa de células 
(9,45 g/L) no reator. A variação 9,5955 – 9,45 = 0,1447 representa uma variação de 1,5% no 
valor da massa. Essa diferença pode ser associada à precisão da medida, ou à precisão na 
tomada de tempo ou à outro fator experimental.  
Tendo em vista os resultados apresentados neste subitem, a aplicação do Método-
II nos forneceu resultados mais confiáveis quanto a determinação da concentração celular no 
interior das esferas. Portanto, esses valores serão utilizados para os ajustes dos dados na 
modelagem matemática.  
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5.5. Análise em HPLC do consumo de substrato e produção de produto nas 
fermentações 
5.5.1. Construção da curva de calibração da glicose e etanol 
Foi aplicado o procedimento descrito no item 4.8.1. Inicialmente foram injetados 
padrões para a determinação dos tempos de retenção de glicose e etanol que foram de 9,5 e 
22,7 minutos, respectivamente, Figura 20. 
Figura 20 - Cromatograma da glicose e do etanol por HPLC. 
 
 
Foi feita a construção de várias curvas de calibração para a glicose e etanol, pois 
os experimentos foram realizadas em datas diferentes, então para cada nova série de análise 
das amostras das fermentações em HPLC, uma nova curva de calibração foi construída, 
devido a possibilidade de pequenas mudanças nos tempos de retenção desses compostos. Os 
resultados obtidos em HPLC das injeções de glicose e etanol para a construção da curva de 
calibração estão representados nas Tabelas 8 à 12. E as respectivas curvas estão ilustradas nas 
Figuras 21 à 30. 
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Tabela 8 - Resultados obtidos no HPLC para construção da curva de calibração da glicose e etanol para o 
experimento de fermentação com células livres com 200 e 300 g/L de glicose inicial e imobilizadas em alginato 
de cálcio. 
CS (g/L) 
Área do pico 
(nRIU*s) 
CP (g/L) 
Área do pico 
(nRIU*s) 
400 1,14 E
+8
 200 7,09 E
+5
 
300 8,45 E
+7
 150 8,16 E
+7
 
250 6,93 E
+7
 100 1,12 E
+6
 
150 4,15 E
+7
 50 5,32 E
+6
 
100 2,83 E
+7
 40 4,01 E
+6
 
50 1,40 E
+7
 20 2,31 E
+6
 
25 6,65 E
+6
 10 1,09 E
+6
 
5 1,42 E
+6
 5 5,81 E
+5
 
2 5,55 E
+5
 2 2,34 E
+5
 
 
Figura 21 - Curva de calibração para glicose referente à Tabela 8. 
 
Figura 22 - Curva de calibração para etanol referente à Tabela 8. 
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Ambas as curvas apresentaram ótimos coeficiente de correlação, R
2
, de 0,999. As 
equações (Equação 23 e 24) obtidas a partir da regressão linear da curva de calibração das 
Figuras 21 e 22 foram utilizadas posteriormente para o cálculo da concentração de glicose e 
etanol para os experimentos de fermentação com células livres e imobilizadas em alginato de 
cálcio. 
 
                                                         (Equação 23) 
                                                        (Equação 24) 
Tabela 9 - Resultados obtidos no HPLC para construção da curva de calibração da glicose e etanol para os 
experimentos de fermentação com células livres (200 e 300 g/L de glicose) e com células imobilizadas em 
alginato de cálcio revestido com quitosana. 
CS (g/L) Área do pico 
(nRIU*s) 
CP (g/L) Área do pico 
(nRIU*s) 
300 8,81 E
+7
 100 1,17 E
+7
 
200 5,78 E
+7
 50 5,69 E
+7
 
100 2,61 E
+7
 40 4,74 E
+7
 
50 1,47 E
+7
 20 2,36 E
+6
 
25 7,37 E
+6
 10 1,18 E
+6
 
10 5,96 E
+6
 5 5,05 E
+5
 
2 5,59 E
+5
 2 2,13 E
+5
 
Figura 23 - Curva de calibração para glicose referente à Tabela 9. 
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Figura 24 - Curva de calibração para etanol referente à Tabela 9. 
 
 
Ambas as curvas apresentaram ótimos coeficiente de correlação, R
2
, de 0,999. As 
equações (Equação 25 e 26) obtidas a partir da regressão linear da curva de calibração das 
Figuras 23 e 24 foram utilizadas posteriormente para o cálculo da concentração de glicose e 
etanol para experimentos de fermentação com células livres (200 e 300 g/L de glicose) e com 
células imobilizadas em alginato de cálcio revestida com quitosana. 
 
                                                         (Equação 25) 
                                                          (Equação 26) 
Tabela 10 - Resultados obtidos no HPLC para construção da curva de calibração de glicose e etanol para o 
experimento de fermentação com células livres com 100 g/L de glicose inicial. 
CS (g/L) Área do pico 
(nRIU*s) 
CP (g/L) Área do pico 
(nRIU*s) 
150 6,46E
+07
 60 3,82
+06
 
30 3,60E
+07
 10 2,77
+06
 
10 2,80E
+07
 5 1,92
+06
 
2 1,38E
+07
 2 8,53
+05
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Figura 25 - Curva de calibração para glicose referente à Tabela 10. 
 
Figura 26 - Curva de calibração para etanol referente à Tabela 10. 
 
Ambas as curvas apresentaram ótimos coeficiente de correlação, R
2
, de 0,99. As 
equações (Equação 27 e 28) obtidas a partir da regressão linear da curva de calibração das 
Figuras 25 e 26 foram utilizadas posteriormente para o cálculo da concentração de glicose e 
etanol para experimentos de fermentação com células livres com 100 g/L de glicose inicial. 
 
y= 442591x – 2E+6                                         (Equação 27) 
y= 61488x - 146285                                      (Equação 28) 
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Tabela 11 - Resultados obtidos no HPLC para construção da curva de calibração de glicose e etanol para o 
experimento de fermentação em leito fixo (Teste-II). 
CS (g/L) 
Área do pico 
(nRIU*s) 
CP (g/L) 
Área do pico 
(nRIU*s) 
300 8,53E
+07
 150 3,26 E
+07
 
100 2,37 E
+07
 100 2,06 E
+07
 
50 1,43 E
+07
 20 3,26 E
+07
 
25 7,18 E
+06
 5 5,12 E
+05
 
2 5,52 E
+05
 2 1,55 E
+05
 
 
Figura 27 - Curva de calibração para glicose referente à Tabela 11. 
 
Figura 28 - Curva de calibração para etanol referente à Tabela 11. 
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Figuras 27 e 28 foram utilizadas posteriormente para o cálculo da concentração de glicose e 
etanol para experimentos de fermentação em leito fixo (Teste-II). 
 
                                                        (Equação 29) 
                                                         (Equação 30) 
Tabela 12 - Resultados obtidos no HPLC para construção da curva de calibração de glicose e etanol para o 
experimento de fermentação em leito fixo (Teste-III e Teste-IV). 
CS (g/L) Área do pico 
(nRIU*s) 
CP (g/L) Área do pico 
(nRIU*s) 
150 3,65E
+07
 60 5,46E
+06
 
100 2,48E
+07
 30 2,72E
+06
 
50 1,27E
+07
 20 1,76E
+06
 
30 7,47E
+06
 10 9,27E
+05
 
10 2,44E
+06
 5 4,15E
+05
 
2 4,41E
+05
 2 1,61E
+05
 
Figura 29 - Curva de calibração para glicose referente à Tabela 12. 
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Figura 30 - Curva de calibração para o etanol referente à Tabela 12. 
 
 
Ambas as curvas apresentaram ótimos coeficiente de correlação, R
2
, de 0,999. As 
equações (Equação 31 e 32) obtidas a partir da regressão linear da curva de calibração das 
Figuras 29 e 30 foram utilizadas posteriormente para o cálculo da concentração de glicose e 
etanol para experimentos de fermentação em leito fixo com células imobilizadas com 100 g/L 
de glicose inicial (Teste-III e Teste-IV). 
 
y=244175x+139704                                         (Equação 31) 
y=91361x-26381                                           (Equação 32) 
5.5.2. Análise das amostras de fermentação com células livres 
Os resultados obtidos nos experimentos de fermentação com células livres com 
100, 200 e 300 g/L de glicose inicial estão descritos nas Tabelas 13, 14 e 15, respectivamente. 
Como pode ser observado na Tabela 13, após 2 horas de reação não se observa 
mais a presença de glicose e a produção máxima de etanol se dá com 4,5 horas, atingindo uma 
concentração máxima de 40,53 g/L. O rendimento foi de 74,44% e a produtividade de 9,01 
g/L.h. Os fatores de conversão ou coeficientes de rendimento obtidos para fermentação com 
100 g/L de glicose foram: YP/S de 0,37, YC/S de 0,034 e YP/C de 11,19.  
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Tabela 13 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células livres com 100 g/L de glicose 
inicial. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 106,55 0 
0,5 76,11 0 
1 68,60 7,57 
1,5 49,26 27,19 
2 0 34,01 
2,5 0 37,10 
3,5 0 40,07 
4,5 0 40,53 
5,5 0 40,42 
6,5 0 38,18 
7,5 0 39,11 
8,5 0 38,84 
 
Tabela 14 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células livres com 200 g/L de glicose 
inicial. 
Tempo (h) CS(g/L) CP(g/L) 
0 200,92 0 
0,5 164,47 0 
1 147,01 0 
1,5 126,01 20,98 
2 102,60 30,38 
2,5 80,65 38,29 
3 57,57 47,83 
3,5 40,50 62,23 
4 33,36 65,22 
5 6,92 79,88 
6 0 82,73 
7 0 84,99 
8 0 89,14 
9 0 89,89 
10 0 84,44 
24 0 81,58 
 
Como pode ser observado na Tabela 14, o consumo total da glicose acorre em 
após 5 horas de fermentação e a produção máxima de etanol se dá com 9 horas, atingindo uma 
concentração máxima de 89,89 g/L. O rendimento foi de 88% e a produtividade de 10 g/L.h. 
Os fatores de conversão ou coeficientes de rendimento obtidos para fermentação com 200 g/L 
de glicose foram: YP/S de 0,42, YC/S de 0,13 e YP/C de 3,25.  
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O valor de YC/S foi maior para fermentação com alta concentração de glicose. 
Segundo Toniato (2013), realizando experimentos de fermentação em melaço e caldo-de-cana 
com a mesma levedura utilizada neste trabalho, esse aumento de valor indica que a levedura 
utilizou mais substrato por vias aeróbicas. Esse autor encontrou valores de YC/S entre 0,04 e 
0,08. 
Os valores de concentração de etanol obtidos aqui estão próximos aos encontrados 
por Yong et al. (2012) em fermentação com células de Saccharomyces cerevisiae livres em 
meio fermentativo com 200g/L de glicose, o qual obteve 90,14 g/L de etanol, YP/S de 0,45 e 
uma produtividade de 9,99 g/L.h, porém, somente após 30 horas de processo. 
Para fermentação com 300 g/L de glicose inicial, apresentados na Tabela 15, o 
consumo total da glicose acorre entre as 10 e 24 horas de fermentação, sendo que não foi 
possível determinar o tempo exato, pois durante esse período o experimento esteve 
desacompanhado. A máxima produção de etanol para esse experimento foi de 135,15 g/L, um 
rendimento de 88% e uma produtividade de 5,63 g/L.h. Os fatores de conversão ou 
coeficientes de rendimento obtidos para essa fermentação foram: YP/S de 0,41, YC/S de 0,12 e 
YP/C de 3,59. 
Tabela 15 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células livres com 300 g/L de glicose 
inicial. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 306,06 0 
0,5 261,80 0 
1 253,99 0 
1,5 251,35 0 
2 222,62 16,18 
2,5 202,23 41,20 
3 177,45 55,38 
3,5 153,51 58,28 
4 138,44 62,86 
5 101,69 70,43 
6 63,37 66,31 
7 52,92 98,29 
8 51,34 106,08 
9 31,81 118,09 
10 25,33 119,94 
24 0 135,15 
 
Os valores dos rendimentos foram iguais para ambos os experimentos e 
representou um valor abaixo do que geralmente se obtém em um processo industrial, o qual 
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gira em torno de 90 a 98% (LIMA et al., 2001). No entanto, está na faixa de rendimento 
encontrada na literatura utilizando esse microrganismo. Teixeira e Salati (1954) obtiveram 
rendimentos entre 85 e 95% para fermentação com diversas estirpes de Saccharomyces 
cerevisiae. Victor (2014) encontrou valores de rendimento de 84,5 a 92,5% em fermentações 
com concentrações entre 100 e 300 g/L. Li et al. (2009) obtiveram rendimento de 90,8% em 
estudos de fermentação com alto teor alcoólico usando processo em batelada. Sabemos que o 
processo de fermentação é exotérmico e pequenas mudanças na temperatura podem afetar no 
rendimento da fermentação, assim o controle rígido de temperatura se faz necessário durante 
todo o processo (ANDRADE, 2007).  
Como nesse experimento foram retiradas amostras em intervalos de tempos curtos 
(30 minutos e 1 hora) e a retirada do erlenmeyer do shaker para um ambiente de temperatura 
diferente pode ter afetado o desempenho da fermentação. Outro fator que pode justificar esse 
baixo rendimento é que as leveduras produzem mais etanol em condição anaeróbica e como 
para a retirada de amostra o sistema foi aberto, houve uma introdução de oxigênio no meio o 
que pode ter afetado no metabolismo da levedura, pois esta tem de se adaptar novamente a 
cada retirada, sendo necessário aqui mudanças para retirada de alíquotas sem que haja 
perturbação do processo.  
Comparando-se os valores do rendimentos obtidos nesses experimentos, os 
valores estão próximos, no entanto, a fermentação com 100 g/L de glicose apresentou menor 
valor. Porém, apesar dos rendimentos terem sido iguais, a fermentação com 200 g/L de 
glicose inicial é mais vantajosa em relação à fermentação com 300 g/L de glicose inicial, visto 
que a produtividade foi maior (9,99 e 5,63 g/L.h, respectivamente). Os resultados obtidos 
neste trabalho estão de acordo com os valores obtidos no trabalho de Li et al. (2009) que 
utilizaram mostos com 255 g/L de açúcar inicial, durante 9 ciclos fermentativos e observaram 
produtividade média de 8,21 g de etanol/L.h. De acordo também com o trabalho de Pereira et 
al. (2012) que obtiveram uma produtividade de 9,2 g/L.h em uma fermentação com 232,35 
g/L de açúcar no mosto.  
Além disso, os valores obtidos para este experimento mostraram-se superiores aos 
valores encontrados por Pereira et al. (2010), os quais utilizando a mesma linhagem deste 
estudo, Pedra 2, obtiveram produtividade de até 2,5 g/L.h em fermentação com teor inicial de 
açúcar ≥330 g/L. 
Em relação ao tempo de consumo total da glicose, que na fermentação com 100 
g/L ocorreu em 2 h, com 200 g/L ocorreu em 5 h e com 300 g/L ocorreu em 10 h, esse 
comportamento também foi observado por Vitor (2014), o qual verificou o aumento no tempo 
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para realizar a fermentação de 5 para 11 h utilizando uma concentração de 100 e 240 g/L de 
açúcar, respectivamente. No trabalho de Li et al. (2009), em meio contendo 255 g/L de 
glicose gastou-se de 8 a 14 h para terminar cada ciclo fermentativo dos nove ciclos realizados. 
Ainda segundo Vitor (2014), esses resultados são interessantes, uma vez que as fermentações 
industriais, utilizando mosto em uma faixa de 200 g/L de açúcar, normalmente duram cerca 
de 8 a 10 h. De acordo com Li et al. (2009), fermentação com alto teor de açúcar inicial 
ocasiona alta pressão osmótica e forte inibição por etanol durante a fase de produção o que 
podem causar a redução da viabilidade celular da levedura, aumentando o tempo de 
fermentação. Como neste estudo foi utilizado uma levedura adaptada (Saccharomyces 
cerevisiae JAY270), apesar do aumento do tempo de fermentação não houve impacto 
negativo na concentração final de etanol apresentando bons rendimentos. 
5.5.3. Análise das amostras de fermentação com células imobilizadas 
5.5.3.1. Fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio com 100, 200 e 300 
g/L de glicose inicial – 1 batelada 
O estudo de fermentação para células imobilizadas em esferas de alginato de 
cálcio com concentração inicial de glicose de 100, 200 e 300 g/L foi realizado por 24 horas. 
Os resultados estão apresentados nas Tabelas 16, 17 e 18. 
A fermentação com 100 g/L de glicose inicial (Tabela 16) apresentou uma 
produção máxima de etanol de 35,07 g/L em 5 horas, com um rendimento de 68,6%, 
produtividade de 7,01 g/L.h e YP/S de 0,35. 
Conforme observado na Tabela 17 obteve-se uma produção máxima de etanol de 
69,61 g/L em 7 horas de fermentação, sendo que a glicose se esgotou após 8 horas, 
correspondendo a um rendimento de 68%, produtividade de 9,94 g/L.h e YP/S de 0,31. 
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Tabela 16 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio com 100 g/L de glicose inicial. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 101,23 0 
0,5 82,57 0 
1 68,45 7,68 
1,5 54,13 13,64 
2 36,38 21,19 
2,5 20,28 27,76 
3 8,31 31,44 
3,5 2,95 34,38 
4 1,76 35,06 
5 0 35,07 
6 0 33,99 
7 0 34,81 
8 0 34,42 
9 0 32,47 
10 0 33,43 
24 0 34,12 
Tabela 17 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio com 200 g/L de glicose inicial. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 223,62 0 
0,5 181,05 1,82 
1 172,61 9,70 
1,5 160,49 14,72 
2 143,66 21,99 
2,5 114,52 28,33 
3 89,28 34,85 
3,5 67,14 41,47 
4 50,25 48,94 
5 33,50 62,50 
6 7,20 66,66 
7 2,04 69,61 
8 1,76 69,37 
9 0 67,14 
10 0 64,41 
24 0 62,08 
 
Conforme observado na Tabela 18, para fermentação com 300 g/L de glicose 
inicial, obteve-se uma produção máxima de etanol de 107,43 g/L em 24 horas de fermentação, 
sendo que esse tempo correspondeu ao final do experimento e praticamente não continha 
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glicose no meio. Esse processo apresentou um rendimento de 70%, produtividade de 4,47 
g/L.h e YP/S de 0,36. Para os experimentos com células imobilizadas em alginato de cálcio 
não foram calculados os fatores de conversão YP/C e YC/S pois, o método de quantificação da 
concentração de células para esses experimentos foi por variação de peso das esferas e, como 
foi descrito no subitem 5.4.2.1. desta dissertação, esse método não mostrou resultados 
confiáveis para essa quantificação. 
Pode-se notar que o comportamento do consumo de glicose e produção de etanol 
são semelhantes e estão de acordo com a literatura. Nota-se também que os tempos para 
esgotamento de glicose aumenta do experimento com 200 g/L para 300 g/L de glicose inicial, 
o que se encontra também dentro do esperado.  
Tabela 18 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio com 300 g/L de glicose inicial. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 300,81 0 
0,5 219,22 1,38 
1 212,12 5,28 
1,5 202,85 10,07 
2 200,76 16,89 
2,5 180,27 23,34 
3 170,01 30,47 
3,5 147,33 38,42 
4 137,09 44,66 
5 108,26 54,83 
6 89,08 64,98 
7 71,18 70,64 
8 47,71 75,01 
9 38,91 88,19 
10 29,35 93,62 
24 1,76 107,43 
 
Esses valores estão condizentes ao encontrado por Duarte (2011) utilizando uma 
concentração inicial de glicose menor, 100 g/L, obtendo 30 g/L de etanol e um rendimento de 
65% em 10 h de fermentação. E melhores que o valor encontrado para o estudo de Cordeiro 
(2008), utilizando 148,5 g/L de glicose obteve 46 g/L de etanol. 
Segundo estudos realizados por Barros et al. (1987) da fermentação alcoólica em 
meio contendo altas concentrações de glicose utilizando a levedura Saccharomyces bayanus 
imobilizadas em k-carragena, para um meio contendo até 200 g/L de glicose a produção de 
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etanol foi de 79,7 g/L. Já para concentrações de 300 g/L os autores obtiveram 78,2 g/L de 
etanol para o sistema com imobilizadas. Os autores sugerem que a imobilização celular 
favorece a viabilidade das células durante a fermentação, visto que, esses valores foram 
menores para fermentações com células livres. Sree et al. (2000) obtiveram uma concentração 
máxima de etanol de 72,5, 93 e 87 g/L após 48h de processo em meio contendo 100, 200 e 
300 g/L de glicose, respectivamente, com células imobilizadas em alginato de cálcio. 
Portanto, a fermentação realizada no presente estudo apresentou melhor desempenho se 
comparado ao trabalho de Sree et al. (2000). 
Em estudos feitos por Holcberg e Margalithda (1981), de fermentação com células 
suspensas e com células imobilizadas em alginato de cálcio em meio com 300 g/L de glicose 
não apresentou diferença significativa na produção de etanol em ambos os sistemas.  
Nesse estudo a fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio 
apresentou uma menor produção quando comparada com células livres. Segundo Holcberg e 
Margalithda (1981), que observou o mesmo comportamento isso pode ser atribuído ao 
excesso de íons de Ca
+
, que pode ter um efeito inibidor sobre a fermentação, pois em seus 
experimentos realizados com células em meio com concentrações de 0,05 M de Ca
+
 a taxa de 
fermentação foi significativamente reduzida. Além disso, nesse mesmo estudo, os 
experimentos com células imobilizadas em k-carragena a concentração de etanol foi 50% 
maior que a fermentação com células livres. Porém, no presente estudo foi realizado apenas 
uma batelada e uma maior produção de etanol pode ser obtida reutilizando as esferas de 
biocatalisadores em bateladas sucessivas. 
 
5.5.3.2. Fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido com 
quitosana com 200 e 300 g/L de glicose inicial – 1 batelada 
O estudo de fermentação para células imobilizadas em esferas de alginato de 
cálcio revestido com quitosana foi realizado por 24 horas. Os resultados estão apresentados 
nas Tabelas 19 e 20. 
Conforme observado na Tabela 19 obteve-se uma produção máxima de etanol de 
81,73 g/L após 24 horas de fermentação, sendo que nesse mesmo tempo não havia glicose no 
meio. O rendimento e produtividade corresponderam à 40,93% e 4,18 g/L.h, respectivamente. 
Comportamento semelhante foi observado para fermentação com 300 g/L de 
glicose inicial onde a produção máxima de etanol foi de apenas 55,56 g/L com uma 
concentração de açúcar residual de 94,0 g/L após 24 horas de fermentação. Nesse 
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experimento, o rendimento e a produtividade corresponderam à 19,62% e 3,0 g/L.h, 
respectivamente. Nota-se também que nas primeiras horas de fermentação há um alto 
consumo de glicose sem haver produção de etanol. Isto pode estar relacionado com a 
possibilidade de absorção da glicose nas esferas. Assim, para confirmar esse fenômeno, foram 
realizados testes de absorção da glicose e do etanol nas mesmas, visto que, a alta concentração 
de glicose no interior das esferas pode ocasionar inibição e, portanto, menor produção de 
etanol. 
Tabela 19 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana com 200 g/L de glicose inicial. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 183,64 0 
0,5 157,80 0 
1 120,73 0 
1,5 120,10 0 
2 117,19 0 
2,5 115,58 0 
3 111,29 0 
3,5 111,44 29,67 
4 97,38 25,58 
5 94,54 30,24 
6 85,99 29,28 
7 74,69 33,06 
8 66,84 35,09 
9 56,01 39,51 
10 55,37 41,84 
24 0 81,73 
 
Duarte (2011) utilizando uma concentração inicial de glicose de 100 g/L obteve 
resultados semelhantes para o primeiro ciclo de fermentação e, realizando 8 bateladas 
sucessivas reutilizando as esferas obteve maiores rendimentos com uma produção máxima 
média de 32 g/L com uma duração de 10 h cada batelada. A autora afirma que essa baixa 
produção nos primeiros ciclos pode ter sido influenciada pelo estresse sofrido pelos 
microrganismos durante a imobilização. Os valores rendimento e produtividade muito inferior 
aos obtidos nas fermentações com células livres e imobilizadas em alginato de cálcio pode ser 
ocasionado pela alta resistência à transferência do produto para o exterior das esferas, pois, o 
recobrimento com quitosana diminui os poros das esferas de alginato de cálcio 
(ALBARGHOUTHI et al., 2000). 
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Tabela 20 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio com 300 g/L de glicose inicial. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 279,57 0 
0,5 243,92 0 
1 211,34 0 
1,5 195,34 0 
2 191,25 0 
2,5 188,76 0 
3 184,70 0 
3,5 169,52 0 
4 179,74 0 
5 172,01 24,84 
6 163,61 25,80 
7 161,97 27,76 
8 160,97 29,35 
9 157,42 29,63 
10 158,35 30,09 
24 94,00 55,56 
 
Tendo em vista que no presente estudo foi realizado apenas uma batelada com as 
células imobilizadas em alginato de cálcio e revestido com quitosana e conforme o resultado 
apresentado neste subitem supõe-se que a utilização de um sistema contínuo para 
fermentação, tal como um reator de leito fixo, produzirá melhores valores de rendimento e 
produtividade. Desse modo foram realizados teste em bateladas sucessivas reutilizando as 
esferas e em leito fixo e para essa configuração de imobilização.  
 
5.5.3.3. Fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido com 
quitosana com 100 g/L de glicose inicial – 8 bateladas consecutivas 
Foram realizadas 8 bateladas consecutivas reutilizando as esferas de alginato de 
cálcio revestido com quitosana. Os resultados do consumo de glicose e produção de etanol 
estão apresentados nas Tabelas 20 à 27. 
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Tabela 21 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana para a primeira batelada. 
Tempo (h) CS(g/L) CP(g/L) 
0 111,09 0,00 
0,5 92,83 0,00 
1 91,93 0,00 
1,5 79,41 0,00 
2,5 74,40 0,00 
3,5 75,66 0,00 
4,5 71,87 0,00 
5,5 71,89 0,00 
6,5 68,60 0,00 
8,5 69,47 0,00 
Tabela 22 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana para a segunda batelada. 
Tempo (h) CS(g/L) CP(g/L) 
0 104,27 0,00 
0,5 91,04 0,00 
1 88,61 0,00 
15 0,00 48,37 
Tabela 23 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana para a terceira batelada. 
Tempo (h) CS(g/L) CP(g/L) 
0 107,90 0,00 
0,5 78,17 18,06 
1 60,75 18,43 
1,5 52,40 25,53 
2,5 32,23 28,44 
3,5 21,40 31,21 
4,5 12,36 39,36 
5,5 0,00 39,69 
6,5 0,00 47,07 
8,5 0,00 49,98 
 
Tabela 24 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana para a quarta batelada. 
Tempo (h) CS(g/L) CP(g/L) 
0 102,30 0,00 
0,5 62,54 20,63 
16 0,00 42,75 
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Tabela 25 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana para a quinta batelada. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 101,37 0 
0,5 65,37 16,11 
1 54,56 21,22 
1,5 39,33 25,73 
2,5 21,25 31,75 
3,5 2,77 42,23 
4,5 0 43,77 
5,5 0 43,87 
6,5 0 40,80 
8,5 0 40,07 
Tabela 26 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana para a sexta batelada. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 101,99 2,89 
0,5 52,52 24,40 
1 51,53 19,62 
18 0,00 47,14 
 
Tabela 27 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana para a sétima batelada. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 96,41 0 
0,5 68,16 22,14 
1 47,16 22,50 
4 0 45,46 
8 0 46,70 
 
Tabela 28 - Consumo de glicose e produção de etanol na fermentação com células imobilizadas em alginato de 
cálcio revestido com quitosana para a oitava batelada. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
0 98,57 0,00 
0,5 69,24 17,69 
1 47,40 20,57 
4 0,00 45,61 
8 0,00 47,13 
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Figura 31- Produção de etanol nas bateladas com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido com 
quitosana. 
 
 
Como pode ser observado nas Tabelas 20 à 27 e na Figura 31, não houve 
produção de etanol no primeiro ciclo de fermentação. O mesmo já foi observado e discutido 
nos demais experimentos utilizando essa configuração de imobilização, bem como, por 
Duarte (2011) em igual estudo. Nas demais bateladas houve uma ótima produção de etanol, 
obtendo-se uma concentração média de 46,02 g/L, rendimento de 89,51% e produtividade de 
5,58 g/L.h.  
Os fatores de conversão foram determinados na segunda e terceira, visto que na 
primeira batelada não houve produção de etanol e a quantificação da concentração celular foi 
realizada apenas nas quatro primeiras bateladas. Obteve-se um YP/S de 0,46, YP/C de 31,89 e 
YC/S de 0,014 para a segunda batelada e um YP/S de 0,46, YP/C de 23,79 e YC/S de 0,019 para a 
terceira batelada. 
Ao final da oitava batelada de fermentação boa parte das esferas ainda 
permaneceu íntegra (Figura 32) com boa produção de etanol, comprovando a resistência das 
esferas e possibilitando a sua aplicação em biorreator de leito fixo em processo contínuo. 
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Figura 32 - Esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana após o oitava batelada de fermentação. 
 
5.6. Estudo da absorção da glicose e do etanol nas esferas de alginato 
Em todos os experimentos de fermentação com células imobilizadas se observou 
uma acentuada redução da concentração de glicose nos instantes iniciais da reação. Para tentar 
explicar os motivos de tal comportamento, fez-se um estudo cinético da absorção da glicose e 
do etanol nas esferas de alginato de cálcio sem a presença do biocatalisador. 
Para o ensaio de absorção de glicose foi utilizado um meio fermentativo com 10 
g/L de extrato de levedura e concentração de glicose de, aproximadamente, 300 g/L e pH 4,5. 
Para o ensaio de adsorção de etanol foi utilizado um meio fermentativo sem glicose e com 
100 g/L de etanol. Para todos os ensaios foram utilizados 40 g de esferas e 200 ml de meio 
fermentativo. Os experimentos foram conduzidos em shaker, à uma temperatura constante de 
30º C e agitação de 200 rpm.  
As Figuras 33 e 34 apresenta o gráfico da concentração de açúcar versus o tempo 
para os experimentos com esferas de alginato de cálcio e com esferas de alginato de cálcio 
revestido com quitosana, respectivamente.  
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Figura 33 - Absorção de glicose em esferas de alginato de cálcio 
 
Figura 34 - Absorção de glicose em esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana. 
 
 
Através das Figuras 33 e 34, observa-se que há um decréscimo abrupto na 
concentração de glicose na primeira hora de experimento, mantendo-se praticamente 
constante nas demais horas. Portanto, nos experimentos de fermentação a diminuição na 
concentração de glicose nos instantes iniciais da reação pode ser justificada pela absorção de 
glicose na superfície e nos poros da matriz imobilizadora e não devido a fermentação 
propriamente dita.  
As Figuras 35 e 36 apresenta o gráfico da concentração de etanol versus o tempo 
para os experimentos com esferas de alginato de cálcio e com esferas de alginato de cálcio 
revestido com quitosana, respectivamente.  
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Figura 35 - Absorção de glicose em esferas de alginato de cálcio. 
 
Figura 36 - Absorção de glicose em esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana. 
 
 
Nota-se que também ocorre um decaimento na concentração de etanol nos 
instantes iniciais do experimento, porém, menos acentuado se comparado com a absorção da 
glicose nas esferas, sinalizando que parte do etanol também é absorvido pelo gel de alginato. 
Essa absorção é semelhante para ambos as configurações de esferas, sendo que a 
concentração de etanol se mantêm constante após, aproximadamente, 1,5 horas de 
experimento. Mostrando que a cobertura de quitosana não influencia tanto no fluxo de 
transferência do etanol do meio liquido para o interior das esferas e vice-versa, podendo 
atribuir mais essa vantagem ao processo de fermentação utilizando essa configuração de 
revestimento do biocatalisador. 
Como comentado anteriormente a absorção da glicose foi mais acentuada se 
comparada com a absorção do etanol. Portanto, fez-se um estudo cinético com o objetivo de 
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descrever o fenômeno de absorção do açúcar e do etanol nas esferas de alginato de cálcio e de 
alginato revestido com quitosana e baseando-se nos estudos de Nogueira (2009), testou-se um 
modelo de pseudo 2ª ordem (Equação 33).  
 
  
  
            
 
                                                   (Equação 33) 
 
Onde,                     
          
  
 
                                                       (Equação 34) 
 
q = quantidade de açúcar adsorvida (gglic/gesf); 
qe = quantidade de açúcar adsorvida no equilíbrio (gglic/gesf);  
kab =  constante de velocidade de absorção (gesf/gglic.h); 
CS0 = concentração inicial de glicose no meio (gglic/L); 
 CS = concentração de glicose no meio (g/L); 
 W = massa de esferas (g) 
 
Após integração e linearização da Equação 33, e fazendo um gráfico de t/q versus 
t, obtêm-se uma equação da reta (Equação 35) onde o coeficiente angular corresponde a 1/qe e 
o coeficiente linear corresponde a 1/(Kab*qe
2
). 
 
 
 
  
 
       
  
 
  
                                     (Equação 35) 
a = 1/qe 
b = 1/kab*qe
2
 
 
As Tabelas 37 e 38 apresenta os dados para obtenção dos gráficos t/q versus 
tempo para a glicose, ilustrados nas Figuras 38 e 39 para os experimentos com esferas de 
alginato de cálcio e com esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana, 
respectivamente. 
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Figura 37 - Dados para obtenção do gráfico t/q versus o t para o experimento com esferas de alginato de cálcio. 
Tempo (h) CS (g/L) q (gglic/gesf) q/t ( 
0 263,28 0 0 
1 230,35 0,146 6,832 
2 228,73 0,154 13,022 
3 231,21 0,143 21,044 
4 225,90 0,166 24,074 
5 229,09 0,152 32,898 
6 222,15 0,183 32,824 
7 228,64 0,154 45,463 
8 229,79 0,149 53,740 
9 225,28 0,169 53,290 
10 221,64 0,185 54,029 
 
Figura 38 - Linearização do modelo de pseudo 2º ordem para absorção de glicose em esferas de alginato de 
cálcio. 
 
 
Tabela 29 - Dados para obtenção do gráfico t/q versus o t para o experimento com esferas de alginato de cálcio 
revestido com quitosana. 
Tempo (h) CS (g/L) q (gglic/gesf) q/t ( 
0 280,83 0 0,000 
1 240,02 0,18 5,512 
2 227,93 0,24 8,506 
3 230,53 0,22 13,418 
4 231,14 0,22 18,113 
5 233,31 0,21 23,670 
6 224,81 0,25 24,099 
7 232,23 0,22 32,402 
8 225,91 0,24 32,775 
9 220,41 0,27 33,516 
10 221,22 0,26 37,740 
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Figura 39 - Linearização do modelo de pseudo 2º ordem para Absorção de glicose em esferas de alginato de 
cálcio revestido com quitosana. 
 
 
Das representações gráficas apresentadas nas Figuras 38 e 39, verifica-se que 
estes se ajustam a uma reta, portanto, pode-se afirmar que o fenômeno de absorção da glicose 
em esferas de alginato segue uma cinética de pseudo 2ª ordem. A Tabela 29 apresenta os 
valores dos parâmetros cinéticos qe e kab calculado a partir da equação da reta dos respectivos 
experimentos. 
Tabela 30 - Parâmetros cinéticos obtidos a partir da linearização do modelo de pseudo 2ª ordem para absorção. 
 qe (gglic/gesf) kab (gesf/gglic.h) 
Esferas de alginato de cálcio 0,17 19,97 
Esferas de alginato de cálcio 
revestido com quitosana 
0,26 7,54 
 
Analisando os valores apresentados na Tabela 29 conclui-se que as esferas com 
recobrimento de quitosana absorve mais glicose, 0,26 g de glicose para cada grama de esfera, 
do que as esferas sem esse recobrimento, 0,17 g de glicose para cada grama de esfera. Isso 
também foi observado nos experimentos de fermentação, onde o decaimento da concentração 
inicial de glicose foi mais acentuado no início para o sistema com as esferas recobertas com 
quitosana. 
Em relação a constante de velocidade de adsorção, o maior valor encontrado foi 
para o experimento com esferas de alginato de cálcio. A presença da quitosana diminui os 
poros da matriz de alginato, consequentemente, a área superficial das esferas é menor, o que 
resulta numa menor velocidade de absorção. Esse comportamento foi observado nos 
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experimentos de fermentação em batelada com essa configuração de imobilização do 
biocatalisador, onde o tempo para consumo total de glicose foi superior se comparado com as 
fermentações com esferas sem o recobrimento com quitosana. Nogueira (2009) realizando 
experimento semelhante, porém, com as esferas de alginato contendo células inativadas, 
encontrou um valor de kab igual a 2,52 gesf/gglic*h. 
5.7. Experimentos em biorreator de leito fixo 
5.7.1. Configuração-A 
No teste da Configuração-A, o reator foi completamente preenchido com as 
esferas sem o revestimento com quitosana (Figura 40), e alimentado com meio contendo 100 
g/L de glicose, mantendo uma vazão de 1,5 ml/min.  Logo nos primeiros minutos de processo 
foi observado um volume morto (espaço apenas com líquido, sem esferas) na base do reator, 
devido a compressão das esferas ocasionada pela vigorosa liberação de CO2 (Figura 40b), 
dificultando a percolação do meio fermentativo pelo leito. Com o passar de mais alguns 
minutos de processo, as esferas situadas no topo do reator se deterioraram formando uma 
massa e impedindo a saída do meio contendo o produto na parte superior do leito (Figura 
40c). 
Figura 40 – Fermentação em leito fixo. Biorreator, Configuração A. 
(a) alimentação na base e saída no topo; (b) volume morto; (c) compressão das esferas no topo. 
 
 
Como uma alternativa de minimizar a produção de CO2, reduziu-se concentração 
de células, assim, uma quantidade menor de esferas de biocatalizador foi colocada no leito do 
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reator, preenchendo o restante do volume com esferas de vidro. O mesmo comportamento 
descrito anteriormente foi observado, a compressão das esferas na parte superior do leito. 
Ambas as configurações nesse biorreator operaram por menos de 1 hora.  
Segundo, Tyagi et al. (1992), uma relação ótima entre altura (H) e diâmetro (D) 
do biorreator para esse tipo de processo é de H/D = 2,5, para que haja espaço suficiente para 
melhor percolação do CO2 produzido evitando o rompimento e/ou compactação da estrutura 
de imobilização do biocatalisador. Dessa maneira, para dar continuidade ao presente estudo 
foi testado uma configuração mais compacta de biorreator, Configuração-B, o qual possuía 
uma razão H/D = 1,25.  
5.7.2. Configuração-B 
Com o biorreator de Configuração-B foi realizado experimento com células 
imobilizadas em alginato de cálcio (Teste-I) e com esferas de alginato de cálcio revestida com 
quitosana (Teste-II, III e IV). O Teste-I foi realizado apenas para analisar a resistência das 
esferas quanto ao rompimento, dessa maneira, apenas para o Teste-II, III e IV foram retiradas 
alíquotas na saída do reator para análise de glicose e etanol no HPLC. 
5.7.2.1. Teste-I 
O Teste-I (Figura 41) foi realizado com células imobilizadas em alginato de 
cálcio. Neste experimento foi utilizado ± 150 g de esferas, com 56 g de células em peso 
úmido e, aplicando a Equação 4.1, obteve-se Cc igual a 33,88 g/L de células. Foram utilizados 
8,6 L meio fermentativo com 100 g/L de glicose. A vazão utilizada foi de, aproximadamente, 
1,5 mL/min correspondendo a um tempo de residência,   = 5,55 h e uma taxa de diluição de D 
= 0,18 h
-1
. 
No primeiro dia de experimento observou-se um volume morto na base do reator 
(Figura 41a), porém após 24h as esferas aumentaram de tamanho preenchendo todo volume 
do reator (Figura 41b). O processo foi interrompido no quarto dia quando se observou que 
uma quantidade significativa de massa de alginato e células no canal de saída do reator 
(Figura 41c). 
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Figura 41 - Fermentação em leito fixo, Teste-I (esferas de alginato de cálcio). 
(a) volume morto no início do processo; (b) volume preenchido com o aumento do tamanho das esferas; (c) 
massa de alginato e células na saída de produto. 
 
 
5.7.2.2.Teste-II 
No Teste-II com o biorreator de Configuração-B (Figura 42) foi utilizado esfera 
de alginato revestido com quitosana. Neste experimento foi utilizado 100 g de esferas com 
48,8 g de células em peso úmido e, aplicando a Equação 1, obteve-se Cc igual a 29,4 g/L de 
células. Foram utilizados 4,0 L de meio fermentativo com concentração de glicose entre 231,6 
e 288,7 g/L, sendo que foram adicionadas 1 L de meio por vez no reservatório do sistema. 
Essa concentração foi escolhida inicialmente devido no processo em escala industrial o 
substrato conter cerca de 20% de açúcar redutores totais. 
Figura 42 - Fermentação em leito fixo, Teste-II (esferas de alginato revestido com quitosana). 
(a) volume morto no início do processo; (b) após 48 horas de processo; (c) esferas de biocatalisador no final do 
processo.
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A vazão de operação foi de 0,7 ml/mim, correspondendo a   = 11,9 h uma D = 
0,084 h
-1
. Para o cálculo de   não foi descontado o volume ocupado pelo leito de esferas, mas, 
sim considerou-se todo volume do reator (500 mL), visto que o sistema apresentou um grande 
volume morto (volume sem esferas). Ghorbani (2011) testou taxas de diluição de 0,064, 
0,096, 0,144 e 0.192 h-1 em um sistema de fermentação em leito fixo com células 
imobilizadas em alginato de cálcio e a melhor produção etanol se deu na menor taxa de 
diluição. Entretanto, Wendhausen (2000) em ensaio em reator de leito fixo com células 
imobilizadas em crisotila verificou que existe uma vazão ótima onde ocorre uma maior 
produtividade e que vazões acima desta o valor da produtividade tende a cair.  
A quantidade de esferas utilizadas no Teste-II preencheu menos da metade do 
volume do reator (Figura 42a) não havendo aumento expressivo do tamanho das esferas 
(Figura 42b) como observado no experimento anterior. Esse comportamento era esperado 
devido ao aumento da resistência à transferência de massa pela presença de camada de 
quitosana. E esse mesmo comportamento foi observado nos experimentos em batelada 
comparando as duas configurações de imobilização dos biocatalisadores. 
O Teste-II operou por 4 dias, sendo interrompido por problemas operacionais com 
a bomba peristáltica. Mas, boa parte das esferas ainda se apresentava inteiras (Figura 42c) 
predizendo que as mesmas resistiriam por mais tempo, diferentemente do experimento 
anterior, o que nos encoraja a aumentar o tempo de fermentação. A Tabela 5.28 apresenta os 
valores da concentração de glicose e de etanol obtidos na saída do reator por análise em 
HPLC.  
Observa-se que nas primeiras 20 h de processo a quantidade de açúcar residual é 
elevada ocorrendo pouca conversão em etanol. O mesmo comportamento foi observado para o 
processo em batelada utilizando essa mesma configuração de biocatalisador, onde não foi 
detectado concentração de etanol na primeira batelada. Duarte (2011) obteve boa conversão 
de glicose em etanol apenas na terceira batelada reutilizando as esperas de alginato revestida 
com quitosana. Segundo a mesma autora esse comportamento pode ser atribuído ao estresse 
causado as células do microrganismo no processo de imobilização, visto que o revestimento 
com quitosana é realizado em meio ácido. 
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Tabela 31 - CS e CP durante 4 dias de fermentação em leito fixo para o Teste-II. 
Tempo (h) CS residual (g/L) CP (g/L) 
14 158,89 66,63 
16 145,62 62,80 
18 133,92 71,41 
20 117,26 65,02 
40 93,70 72,18 
44 84,18 74,10 
46 84,11 74,03 
48 88,22 73,84 
63 88,22 73,84 
65 94,26 74,05 
67 92,75 71,25 
69 96,27 72,27 
70 97,63 74,94 
94 76,90 79,58 
 
A partir de 40h de operação o sistema entrou em regime constante quanto à 
produção de etanol, com uma variação de ± 4 g/L. Porém, a quantidade de açúcar residual é 
elevada nas 94 horas de processo. Nesse caso seria mais apropriado diminuir a concentração 
de glicose na alimentação, o que implicaria em menores custos de produção na indústria. Para 
esse experimento o rendimento médio calculado foi de 70%, o fator de conversão YP/S médio 
de 0,36 e produtividade média, θ, de 6,0 g/L.h. 
 Considerando que o recobrimento com a quitosana confere ao sistema uma maior 
resistência a transferência de massa e, sobretudo, melhor resistência mecânica da matriz 
imobilizadora aumentando o tempo de vida útil das esferas de biocatalisador, os resultados 
obtidos no presente estudo apresentam-se promissores se comparados com o trabalho feito por 
Tyagi et al. (1992) e Ghorbani et al. (2011) em reatores de leito fixo com Saccharomyces 
cerevisiae imobilizadas apenas em alginato de cálcio, sem o revestimento com a quitosana. O 
primeiro autor obteve 60 g/L de etanol e YP/S igual a 0,48 com um taxa de diluição de 0,53 h-
1
, utilizando meio fermentativo com 200 g/L de glicose. E o segundo autor estudou a 
fermentação alcoólica com meio fermentativo contendo 150 g/L de glicose e uma taxa de 
diluição de 0,064 h
-1
, obtendo uma concentração máxima de etanol, YP/S e produtividade de 
19,15 g/L, 0,46 e 2,39 g/L.h, respectivamente.  
Os resultados também estão de acordo com os valores descritos no trabalho de 
Najafpour et al. (2004) para fermentação em leito fixo com S. cerevisiae imobilizadas em 
alginato de cálcio, em leito fixo, com um tempo de residência de 7 h e meio fermentativo 
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contendo de 200 g/L de glicose. Esse autor obteve uma produção máxima de etanol e 
produtividade de 47 g/L e 6,71 g/L.h, respectivamente.  
5.7.2.3.Teste-III 
Como foi mencionado anteriormente (item 5.7.2.2), no Teste-II foi observado uma 
alta concentração de glicose residual durante todo o tempo de operação. Desse modo foi 
realizado um Teste-III utilizando 256 g de esferas de alginato de cálcio revestido com 
quitosana com 85,1 g de células em peso úmido e, aplicando a Equação 1, obteve-se Cc igual 
a 53,55 g/L de células. Durante os cinco dias de experimento (132 horas) foram gastos 16 L 
de meio fermentativo com 100 g/L de glicose. 
O comportamento das esferas quanto a sua resistência à ruptura (Figura 43) foi 
semelhante ao observado no Teste-II (Figura 42, página 102), com cerca de 60% das esferas 
rompidas ao final das 132 horas de operação (Figura 44).  
Fez-se um estudo da influência da vazão sob o processo de fermentação e, na 
Tabela 31 estão descritos os valores das vazões utilizadas e seus respectivos τ e D. O volume 
útil de meio fermentativo foi medido ao final do processo, esgotando o volume líquido 
contido no reator, filtrando as esferas com um auxílio de uma peneira. Foi obtido um volume 
útil de 210 mL.  
Figura 43 - Fermentação em leito fixo, Teste III (esferas de alginato revestido com quitosana). 
(a) 1º dia de operação, leito completamente preenchido; (b) 3º dia de operação; (c) 5º dia de operação, esferas 
rompidas. 
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Figura 44 - Esferas de alginato no final do Teste-III. 
(a) parte superior do leito; (b) parte intermediária do leito. 
 
Tabela 32 - Valores das vazões, tempo de residência e taxa de diluição utilizadas no Teste-III da Configuração-II 
do biorreator de leito fixo. 
Vazão 
(mL/min) 
τ (h) D (h-1) 
0,88 3,99 0,25 
1,51 2,32 0,43 
5,22 0,67 1,49 
8,12 0,43 2,31 
 
Na Tabela 32 estão apresentados os valores obtidos no Teste-III de CS e CP, 
rendimento, produtividade e YP/S médio para as 132 horas de processo, nas respectivas vazões 
utilizadas. A Figura 45 apresenta o gráfico de CP versus vazão e a Figura 46 o gráfico 
Produtividade (θ) versus a vazão. 
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Tabela 33 - Valores de CS, CP, R, θ e YP/S para o Teste-III. 
Vazão 
(ml/min) 
Tempo 
(h) 
CS 
residual  
(g/L) 
CP 
(g/L) 
Média de CP 
(g/L) 
Média de 
R (%) 
Média da θ 
(g/L.h) 
 Média 
Yp/s (g/g) 
0,88 
6 26,51 12,03 
47,03 89,26 11,64 0,48 
11 0,00 42,61 
14 0,98 46,69 
16 0,00 45,68 
18 0,00 44,01 
37 0,00 47,96 
39 0,00 47,78 
1,51 
56 0,27 48,42 
48,53 96,30 20,89 0,49 
60 0,00 49,39 
65 0,00 48,90 
81 0,00 49,55 
83 0,00 46,39 
5,22 
89 52,80 23,29 
19,20 94,08 28,57 0,46 
90 54,13 17,15 
91 55,26 21,36 
98 67,29 15,03 
8,12 
107 65,97 16,23 
16,18 94,79 37,46 0,46 
108 68,73 14,40 
109 65,05 14,25 
111 60,95 16,90 
114 60,12 17,72 
115 60,59 17,62 
1,51 
127 1,90 38,53 
43,41 97,40 10,89 0,46 
129 2,23 44,68 
131 3,46 44,96 
132 2,21 45,45 
Figura 45 - Concentração de etanol (CP) versus a vazão. 
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Figura 46 – Gráfico Produtividade versus vazão. 
 
 
Analisando a Tabela 32, observa-se que foi necessário pouco mais de 6 horas para 
o sistema entrar em regime constante. A Figura 45 mostra que a mudança de vazão de 0,88 
para 1,5 mL/min não teve muito impacto na operação, pois a concentração de etanol manteve-
se constante. Consequentemente, também para essas mesmas vazões foram obtidos os maiores 
valores para o rendimento e YP/S.  
Já a mudança para vazões maiores o impacto foi mais expressivo nos valores de 
CP e de CS, havendo baixa conversão devido a diminuição do tempo de residência. Em relação 
à produtividade, θ, quanto maior o valor da vazão maior o valor desse parâmetro (Figura 46). 
Porém, observa-se também que a medida em que se aumenta a vazão ocorre a diminuição na 
conversão de glicose em etanol, o que não é vantajoso em um processo industrial e, nesse 
caso, seria necessário utilizar biorreatores em série para que houvesse a conversão total da 
glicose.  
A eficiência do processo também é confirmada pela pouca variação do pH do 
meio fermentado (Figura 47), mantendo-se entre 4,0 e 4,5, condizente com o valor adequado 
para via metabólica da levedura para a produção de etanol.  
Portanto, considera-se que os melhores valores encontrados no Teste-III foi para a 
vazão de 1,5 mL/min, com um CP médio de 48,53 g/L, R de 96,30%, θ de 20,89 g/L.h e YP/S 
de 0,49 g/g. Dessa maneira foi realizado o Teste-IV, com a mesma configuração de 
biocatalisador e meio fermentativo, porém, apenas com a vazão de 1,51 mL/min. 
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Figura 47 - Estudo do pH do mosto fermentado. 
 
 
5.7.2.4.Teste-IV 
O Teste-IV foi realizado sob as mesmas condições de temperatura e pH do meio 
fermentativo do Teste-III. A pequena diferença foi apenas na concentração de células 
imobilizadas (- 2 g/L), na quantidade de esferas no leito (- 32 g) e na concentração do meio 
que girou em torno de 114,7 g/L de glicose e, portanto, um YP/S teórico de 0,58.  
O sistema funcionou por 120 horas, consumindo, aproximadamente, 11 litros de 
meio fermentativo. O experimento foi interrompido devido a presença de fungos nos canais 
de alimentação, visto que, não foi adicionado nenhum tipo de antibiótico ou antifúngico no 
meio fermentativo. Na Tabela 33 estão apresentados os valores obtidos no Teste-IV de CS e 
CP para as 120 horas de processo. 
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Tabela 34 - Valores de CS, CP para o Teste-IV. 
Tempo (h) CS (g/L) CP (g/L) 
2 54,20 11,22 
3 41,54 8,70 
5 26,32 35,52 
6 0 50,24 
8 0 26,61 
21 0 42,66 
23 0 38,56 
25 0 49,65 
27 0 49,77 
29 0 45,29 
31 0 43,40 
46 0 49,38 
48 0 48,84 
50 0 49,13 
52 0 49,25 
54 0 49,43 
70 0 44,94 
73 0 46,23 
77 0 54,99 
79 0 55,84 
94 0 53,69 
96 0 56,44 
120 0 55,79 
 
Os dados da Tabela 33 mostra que o sistema entrou em regime constante após 21 
horas de operação, porém, após 6 horas não se observa mais a presença de açúcar residual e o 
sistema manteve-se em regime nas demais 100 horas, apresentando, um aumento a partir das 
77 horas que pode ter sido ocasionado pelo aumento da concentração de glicose na 
alimentação, visto que o reservatório de meio fermentativo era alimentado com 1 litro de meio 
por vez o que pode ter alterado a concentração de glicose na entrada do reator. Nesse caso, os 
resultados médios entre 25 e 73 horas de processo foi: concentração de etanol de 47,75 g/L, 
rendimento de 81,01%, produtividade de 20,55 g/L.h e YP/S de 0,41. Todos os valores obtidos 
no Teste-IV estão próximos aos obtidos no Teste-III, portanto, o experimento tal como foi 
executado, apresenta resultados reprodutíveis.   
5.8. Modelagem matemática 
A seguir estará descrita uma análise dos dados das reações de fermentação de 
glicose com células de S. cerevisiae imobilizadas em gel de alginato de cálcio revestido com 
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quitosana. Primeiramente foi realizado a análise dos dados das fermentações em batelada e os 
parâmetros obtidos nesta análise foi aplicado à modelagem matemática do experimento de 
fermentação em leito fixo.  
5.8.1. Fermentação em batelada com células imobilizadas em alginato de cálcio 
revestido com quitosana 
Como foi descrito no subitem 5.4.2.2. desta dissertação (página 73), nos 
experimentos em batelada com células de S. cerevisiae imobilizadas foi feito uma medida da 
variação da concentração de células (CC) no interior das esferas. Observou-se um aumento 
gradual dessa concentração nas quatro primeiras bateladas realizadas consecutivamente, 
totalizando 48 horas de processo. Esses valores foram apresentados na Figura 18 e estão 
descritos novamente a seguir na Tabela 35.  
Tabela 35 - Variação de CC nas quatros primeiras bateladas com células imobilizadas. 
Tempo (h) CC (g/L) 
0 9,45 
8,5 10,73 
23,5 12,25 
32,0 14,35 
48,0 15,28 
 
Após ajuste linear dos dados apresentados na Tabela 35, obteve as Equação 22. 
 
                                                      (Equação 22) 
 
Sendo que o coeficiente angular nos fornece a taxa de crescimento celular, 0,1258 
h
-1
, enquanto o coeficiente linear deve ser igual ao valor inicial da massa de células no reator. 
Essa consideração será feita na modelagem matemática da fermentação em leito fixo para 
tentar determinar a taxa de crescimento celular no interior das esferas neste experimento, já 
que não foi possível aplicar o mesmo método que foi aplicado na fermentação em batelada 
devido a impossibilidade de retirar esferas do interior do biorreator. 
Para determinar a velocidade específica de crescimento celular, µmax, a constante 
de Monod, KS, a taxa de consumo de substrato para manutenção celular, m, os fatores de 
conversão de substrato em células, YS/C e o fator de conversão de células em produto YP/C foi 
aplicado o equacionamento descrito a seguir. 
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Para o balanço de massa no biorreator em batelada foi descrito três equações: uma 
para o crescimento celular, uma para o consumo de substrato e outra para a formação de 
produto. A razão para descrever o sistema em três equações de balanço de massa e não 
somente uma ou três equações separadas é da reação de fermentação ser um processo 
dinâmico em virtude da variação do metabolismo da levedura, ou seja, as variáveis do sistema 
influenciam-se umas nas outras. De modo que, a concentração de substrato e de produto afeta 
a concentração de células, a concentração de células e de produto afeta a concentração de 
substrato e a concentração de célula e de substrato afeta a concentração de produto. 
A equação de balanço de massa foi obtida a partir da equação geral de balanço de 
massa para um reator em batelada (Equação 36). 
 
   
  
                                             (Equação 36) 
 
Num reator em batelada temos que FA0=FA=0. Além disso, em um reator bem 
agitado, ou seja, com concentração de temperatura uniforme dentro do volume de reação, 
temos: 
 
   
  
                                                     (Equação 37) 
 
Se além disso o volume da reação for constante, então 
 
   
  
                                                     (Equação 38) 
No presente caso o sistema atende a todas as aproximações acima e com isso 
pode-se escrever uma equação para cada composto do meio reacional: células (Equação 39), 
substrato (Equação 40) e produto (Equação 41). 
 
   
  
                                                    (Equação 39) 
 
   
  
                                                    (Equação 40) 
 
   
  
                                                   (Equação 41) 
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Como está descrito no subitem 4.11 desta dissertação (página 59), após um estudo 
estequiométrico da reação de fermentação temos a equação para o consumo de substrato 
(Equação 17) e formação de produto (Equação 15). 
 
   
  
   
 
 
                                                 (Equação 17) 
 
   
  
   
 
              .                                      (Equação 15) 
 
Para análise do crescimento celular no sistema em batelada utilizou-se a Equação 
de Monod (Equação 5), adicionando a esta uma pseudo-constante, kobs, que representa uma 
quantidade empírica introduzida na análise dos dados que leva em conta a contribuição do 
produto no crescimento celular, no consumo de substrato e formação de produto (Equação 42)  
 
       
        
     
                                             (Equação 9) 
 
      
  
  
  
         
     
                                       (Equação 42) 
 
Esses três conjuntos de equações (Equação 15, 17 e 42) foi introduzido no 
programa Polymath. O valor da concentração máxima de etanol inibitória ao crescimento 
celular, CP
*
, foi de 93 g/L, o fator exponencial da Equação 42, n, foi de 0,52 e o valor da 
constante de manutenção celular, m, foi de 0,05. Todos esses valores são padrões para a 
fermentação alcoólica com Saccharomyces cerevisiae e estão disponíveis no Capítulo 9, da 
quarta edição do livro “Elementos de Engenharia das Reações Químicas” (FOGLER, 2012). 
Os valores obtidos foram os seguintes: 
 
 µmax = 0,05h
-1
 
 KS = 48 g/L 
 m = 0,05 h-1 
 YS/C = 1/0,01125 g/g 
 YP/C = 35 g/g  
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Sendo que os valores experimentais para YS/C e YP/C foram de 1/0,01946 e 31,89 
g/g, portanto, bem próximos dos valores ajustados. 
Porto (2005) em um estudo da modelagem matemática de um processo de 
fermentação alcoólica industrial com reatores em série com células livres no meio encontrou 
valores de µmax e KS de 0,5 h
-1
 e 4,0 g/L, respectivamente, para uma concentração inicial de 
glicose de 189,7 g/L. Andrade (2007), também em um estudo de um processo industrial com 
fermentadores tipo tanque agitado encontrou valores de µmax = 0,224 h
-1
 e KS = 4,1 g/L. 
Borges (2008) encontrou valor de KS de 15,44 g/L e de µmax de 0,084 h
-1
 para fermentação em 
bateada com células livres e uma média de 176,5 g/L de açúcar no meio fermentativo.  
Os valores de µmax encontrados na literatura para fermentação com células livres 
estão mais elevados dos que encontrados neste trabalho (0,05 h
-1
), porém estão comparáveis, 
visto que, esse valor menor pode ser atribuído, dentre outros fatores da dinâmica da 
fermentação, ao encapsulamento das células que retarda a multiplicação das células. Pacheco 
(2010) em um estudo da fermentação alcoólica em um reator tubular com células imobilizadas 
pelo método de floculação obteve um µmax de 0,065 e um KS de 34,2 g/L para uma 
concentração de 160 g/L de glicose inicial. Valores esses mais próximos aos encontrados 
neste trabalho. 
O valor de Ks encontrado neste ajuste (48 g/L) está bem acima do encontrado na 
literatura e esse fato pode ser atribuído significativa influência da transferência de massa que 
ocorre no sistema, tanto no seio da fase líquida como dentro do gel de alginato como foi 
comprovado no experimento de absorção de glicose e etanol descrito no subitem 5.6 desta 
dissertação (página 95). Nesse caso seria necessário adicionar a equação de ajuste os termos 
que relaciona a transferência de massa.  
Sobretudo, vale ressaltar que em cada literatura citada foi utilizado um modelo 
matemático específico com as devidas considerações de processo o que influi diretamente nos 
valores dos parâmetros. 
5.8.2. Fermentação em leito fixo em sistema contínuo com células imobilizadas 
O primeiro ajuste de dados para o experimento de fermentação em leito fixo em 
sistema contínuo foi realizado com os dados obtidos no Teste-III (subitem 5.7.2.3., página 
107), os quais estão descritos na Tabela 32, apresentada novamente a seguir. 
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Tabela 32 - Valores de CS, CP, para o Teste-III. 
Vazão 
(ml/min) 
Tempo (h) 
CS residual 
(g/L) 
CP (g/L) 
0,88 
6 26,51 12,03 
11 0,00 42,61 
14 0,98 46,69 
16 0,00 45,68 
18 0,00 44,01 
37 0,00 47,96 
39 0,00 47,78 
1,51 
56 0,27 48,42 
60 0,00 49,39 
65 0,00 48,90 
81 0,00 49,55 
83 0,00 46,39 
5,22 
89 52,80 23,29 
90 54,13 17,15 
91 55,26 21,36 
98 67,29 15,03 
8,12 
107 65,97 16,23 
108 68,73 14,40 
109 65,05 14,25 
111 60,95 16,90 
114 60,12 17,72 
115 60,59 17,62 
1,51 
127 1,90 38,53 
129 2,23 44,68 
131 3,46 44,96 
132 2,21 45,45 
 
Os dados para esse experimento foram obtidos ao longo de 132 horas. Durante 
esse período a concentração de glicose na entrada do biorreator apresentou uma pequena 
variação, pois o reservatório utilizado para alimentar biorreator era preenchido a cada 5 horas. 
Como cada batelada de solução de substrato era preparada na hora de preencher o reservatório 
houve uma variação na concentração inicial da glicose. No entanto, essa variação foi menor 
do que 5%, um valor aceitável para uma análise cinética. 
 
Nessa análise inicial foram feitas algumas hipóteses ou aproximações.  
 Concentração de glicose na alimentação é constante, FS0: 100 g/L. 
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 A concentração de células permaneceu constante durante a reação. Da análise cinética 
dos experimentos em batelada (subitem 5.8.1., página 111) notou-se que isso não é 
verdade, porém, notou-se também que essa variação é pequena se comparada com a 
fermentação com células livres, provavelmente em virtude do encapsulamento das 
células. Mas, esse fato será corrigido mais adiante numa análise mais refinada do 
processo. 
 O biorreator se comporta como o reator tubular ideal, ou seja, considerou-se que a 
velocidade de escoamento é constante numa dada secção transversal e 
consequentemente a concentração e a conversão são constantes nessa secção reta. 
 
Por se tratar de um biorreator de leito fixo foi usado para efeito de análise um 
reator tubular ideal. Nesse caso temos que a taxa de reação é dada por  
 
   
   
  
                                                (Equação 43) 
 
Onde rS é a taxa de consumo de substrato (com valor negativo), V o volume de 
reação e FS o fluxo mássico de substrato (glicose) em um ponto qualquer do reator.Com essas 
aproximações ou hipóteses utilizou-se a Equação de Monod (Equação 8) para descrever a taxa 
de crescimento celular. 
 
   
        
     
                                               (Equação 8) 
 
Como tanto a taxa de formação de produto quanto a taxa de consumo de substrato 
podem ser relacionadas à taxa de crescimento celular, a taxa de consumo de substrato foi 
expressa por uma expressão do tipo Monod (Equação 44). 
 
   
  
      
    
      
                                          (Equação 44) 
 
O fluxo mássico de substrato pode ser correlacionado à conversão de glicose. Assim, a 
conversão é dada por 
 
  
      
   
                                                (Equação 45) 
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ou 
                                                     (Equação 46) 
 
Assim, a derivada em relação ao fluxo mássico (Equação 46) é dado por 
 
                                                      (Equação 47) 
 
Da mesma forma, temos que a concentração de substrato se relaciona à conversão segundo a 
Equação 48. 
 
                                                    (Equação 48) 
 
Substituindo a Equação 48 na Equação 44, obtemos a Equação 49 
 
   
  
  
      
          
            
                             (Equação 49) 
 
Rearranjando e tomando o fato de que FS0 =   CS0, onde   é a vazão, obtemos 
 
 
  
  
      
       
            
                              (Equação 50) 
ou 
 
            
     
           
  
 
                          (Equação 51) 
 
No Teste-III foi realizado um estudo da influência da variação da vazão nos 
demais parâmetros do processo. Para um reator contínuo ideal define-se o tempo de residência 
ou tempo espacial como (Equação 21) 
 
  
 
 
                                                (Equação 21) 
Resolvendo a Equação 51 obtemos 
 
                                             (Equação 52) 
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Assim, dos dados obtidos no Teste-III com biorreator contínuo (Tabela 32), 
podemos obter em cada ponto a conversão, X, a concentração inicial de substrato, CS 
(assumida aqui como 100 g/L), a concentração de células considerada igual ao valor inicial ou 
ao valor no tempo t, e o tempo de residência, τ. Portanto, as incógnitas da Equação 52 são KS 
e µmax. É importante frisar que naqueles pontos onde a conversão foi total, X=1, ou seja, onde 
não detectou-se açúcar residual na saída do biorreator, o ajuste não poderá ser utilizado, pois 
há um ln(1-X) no ajuste do modelo. Deve-se levar em consideração também que, mesmo 
aproximado, o resultado obtido por essa equação simplificada (Equação 52), esse resultado só 
será válido para o reator em estado estacionário. Ou seja, desconsiderou-se o primeiro ponto 
de análise obtido para 6 horas de processo e os pontos após cada mudança do tempo de 
residência (Tabela 32), visto que, o processo leva um certo tempo para entrar em regime 
constante. Com base no desenvolvimento apresentado até aqui procedeu-se com o ajuste não-
linear na Equação 52. 
5.8.2.1. Primeiro ajuste 
 
Os pontos experimentais utilizados no primeiro ajuste estão apresentados na 
Tabela 35.  
Considerando a concentração de glicose na entrada do reator, CS = 100 g/L e a 
concentração de células constante, CC = 53,55 g/L (que corresponde ao valor da concentração 
inicial) obteve-se os seguintes valores para as constantes: KS = 45,50 g/L e µmax = 2,03 h
-1
.O 
coeficiente de correlação para esse ajuste foi R
2
 = 0,986 que é aceitável.  
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Tabela 36 - Dados para o primeiro ajuste de dados da fermentação em leito fixo. 
Tempo de 
operação (h) 
CS residual 
(g/L) 
τ (h) 
11 0,00 
3,99 
14 0,98 
16 0,00 
18 0,00 
37 0,00 
39 0,00 
60 0,00 
2,32 
65 0,00 
81 0,00 
83 0,00 
89 52,8 
0,67 
90 54,13 
91 55,26 
98 67,29 
107 65,97 
0,43 
108 68,73 
109 65,05 
111 60,95 
114 60,12 
115 60,59 
 
O valor de KS está próximo ao obtido no ajuste dos dados para os experimentos 
em batelada, que foi de 48 g/L. Já o valor de µmax para a fermentação em leito fixo está bem 
maior que o determinado na fermentação em batelada (µmax = 0,05 h
-1
). Sobretudo, esse valor 
é meramente estimado, visto que, não considerou-se a variação da concentração de células 
durante as 132 horas de operação, o que não é verdade. Porém, supõe-se que esse aumento no 
valor de µmax era esperado, pois, no experimento em leito fixo a alimentação do meio 
fermentativo manteve-se constante e, portanto as células sempre possuíam alta concentração 
de substrato para metabolizar, sobretudo na base do biorreator, contribuindo para que a 
velocidade específica de crescimento seja elevada. A variação da concentração de células no 
leito fixo será feito no primeiro refinamento dos dados. 
5.8.2.2. Refinamento do modelo 
Para o primeiro refinamento do ajuste de dados considerou-se que a massa de 
células não permanece constante e essa nova consideração será regida segundo a Equação 22 
modificando apenas o coeficiente linear da equação para o valor inicial da massa de células, 
53,55 g/L, para o Teste-III de fermentação em leito fixo. 
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                                                      (Equação 53) 
 
A justificativa para essa aproximação se dá porque a massa das células varia 
muito pouco ao longo do tempo, como foi verificado nos experimentos em bateladas 
sucessivas reutilizando as esferas. Se a variação de massa das células for a mesma observada 
no caso do biorreator em batelada, então em 132 horas a variação total de massa é de 30%, 
um valor que não pode ser desconsiderado mas ainda assim pequeno se comparado ao tempo 
de processo sem a mudança do leito de biocatalisador. Para incluir a variação de CC no 
equacionamento será necessário realizar um segunda integração na Equação 51 (página 117). 
Assim, com essa aproximação a Equação 54 foi utilizada para o novo ajuste de dados. 
 
                                                   (Equação 54) 
 
onde CC (t) = 0,12577t + 53,55. 
 
Com esse ajuste houve uma variação nos valores das constantes, resultando nos 
seguintes: KS = 54,80 g/L e µmax = 1,87 h
-1
. O coeficiente de correlação para esse ajuste 
também foi R
2
 = 0,986. O valor de KS continua próximo aos obtidos nos demais ajustes. 
Porém, como já foi mencionado, estão acima dos valores encontrados na literatura o que nos 
sugere a adição de termos que descrevam a transferência de massa no sistema ao modelo 
utilizado para o ajuste dos dados. 
O valor de µmax sofreu uma leve diminuição nesse novo ajuste em virtude da 
variação da concentração celular nos cálculos. Porém, ainda está bem superior ao obtido no 
experimento em batelada, evidenciando a eficiência da levedura quanto a fermentação 
alcoólica durante e longo período de tempo. 
5.8.2.3. Comparação dos dados ajustados com os dados experimentais. 
Para comparar os dados obtidos a partir do equacionamento realizado até aqui 
para fermentação em batelada e em leito fixo com os dados experimentais para fermentação 
em leito fixo, aplicou-se os valores encontrados de KS e µmax em um conjunto de três equações 
semelhante às utilizadas para o ajuste dos dados da fermentação em batelada (Equações 15, 13 
e 41, página 111), porém com a adição do parâmetro tempo de residência às equações. Tais 
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equações estão descritas a seguir, Equação 42, 55 e 56, e na Figura 48 está ilustrado o 
equacionamento aplicado no programa Polymath para ajuste dos dados utilizando o método 
de Range-Kutta de 4ª ordem, RKF_45. 
 
 
      
  
  
  
         
     
                                  (Equação 42) 
 
   
  
  
 
 
       
 
 
      
 
 
                           (Equação 55) 
 
   
  
  
 
 
       
 
                                   (Equação 56) 
 
Figura 48 - Equacionamento para biorreator de leito fixo aplicado ao programa Polymath. 
 
                             *tau = tempo de residência, τ. 
 
Para todos os teste de ajuste dos dados o valor da concentração máxima de etanol 
inibitória ao crescimento celular, CP
*
, foi de 93 g/L, o fator exponencial da Equação 42, n, foi 
de 0,52 e o valor da constante de manutenção celular, m, foi de 0,05. Todos esses valores são 
padrões para a fermentação alcoólica com Saccharomyces cerevisiae e estão disponíveis no 
Capítulo 9 do livro “Engenharia das Reações Químicas” (FOGLER, 2012). 
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Após algumas tentativas de comparação dos dados estimados com os dados 
experimentais, os valores dos parâmetros utilizados que melhor se aproximaram dos dados 
experimentais estão descritos na Tabela 37, todos esses foram obtidos no ajuste dos dados 
para a fermentação em batelada (página 114). 
Tabela 37 - Valores dos parâmetros utilizado para comparação dos dados estimados com os dados experimentais 
para fermentação em leito fixo. 
Parâmetro Valores 
µmax 0,05 h
-1
 
KS 48 g/L 
m 0,05 h
-1
 
YS/C 1/0,01125 
YP/C 35 
 
Nas Figuras 49, 50 e 51 apresentam os gráficos obtidos quando foram aplicados 
os valores apresentados na Tabela 37 ao programa ilustrado na Figura 48 para fermentação 
em leito fixo com tempo de residência, τ, de 3,99 h (vazão 0,88 ml/min), 2,32 h (vazão de 
1,51 ml/min), e 0,67 h (vazão 5,22 ml/min), respectivamente. O eixo da abscissa refere-se à 
concentração em g/L e o eixo da ordenada corresponde ao tempo de fermentação em horas. 
Figura 49 - Gráfico dos valores ajustados para fermentação em leito fixo com τ de 3,99. 
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Figura 50 - Gráfico dos valores ajustados para fermentação em leito fixo com τ de 2,32. 
 
Figura 51 - Gráfico dos valores ajustados para fermentação em leito fixo com τ de 0,67. 
 
 
Na Tabela 38 estão descritos um resumo dos valores obtidos após o ajuste e os 
valores experimentais para a concentração de glicose e etanol. 
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Tabela 38 - Resultados obtidos após ajuste e resultados experimentais para fermentação em leito fixo. 
Parâmetros τ=3,99 h 
Valores 
experimentais 
τ=2,32 h 
Valores 
experimentais 
τ=0,67 h 
Valores 
experimentais 
CC0 (g/L) 53,55 - 60,0 - 70,0 - 
CCf (g/L) 65,64 - 84,10 - 162,42 - 
CS0 (g/L) 100 100 100 100 100 100 
CSf (g/L) 1,81 0,0 3,12 0,0 7,56 62,53 
CP0 (g/L) 0 0,0 0 0,0 0,0 0,0 
CPmax (g/L) 31,21 - 29,30 - 22,45 - 
CPf (g/L) 15,23 47,03 18,58 48,53 22,45 16,18 
rc (g/L.h) 0,11 - 0,23 - 0,95 - 
kobs 0,91 - 0,89 - 0,87 - 
Vale ressaltar, que os dados utilizados para esse ajuste foram o do Teste-III para 
fermentação em leito fixo, onde variou-se a vazão no decorrer das 132 horas de experimento. 
De modo que, para o ajuste dos dados não se levou em consideração essa continuidade e para 
cada novo tempo de residência aplicado ao modelo no Polymath, o programa realizou a 
simulação considerando que a fermentação estaria em seu tempo inicial, ou seja, considerou-
se três experimentos independentes e não uma operação em sistema contínuo. Esse fator pode 
afetar diretamente na obtenção dos resultados, porém, pode-se ter uma ideia qualitativa do 
comportamento do sistema.  
Primeiramente, analisando o perfil da variação da concentração celular, CC, 
observa-se que quanto menor o tempo de residência (maior a vazão) maior o aumento da 
concentração de células no sistema. Sendo que a variação foi de 22,57, 40,17 e 132% do 
maior para o menor tempo de residência, respectivamente. Como foi visto para fermentação 
em bateladas sucessivas reutilizando as esferas (Figura 18, página 73) esse aumento foi de 
61,7 %, portanto, está dentro da faixa de valores encontrados nesse ajuste de dados. 
Em relação a concentração de glicose, CS, os valores obtidos nos ajustes para 
estão próximos aos valores experimentais, exceto para o menor tempo de residência, onde nos 
dados experimentais observou-se uma alta concentração de glicose residual, 62,53 g/L, e para 
os dados ajustado esse valor foi de apenas 7,56 g/L.  
A concentração de etanol foi o parâmetro que menos se ajustou aos dados 
experimentais. Obtendo-se um valor de cerca de 40 % menor. Podendo novamente afirmar a 
necessidade da inclusão de termos que relacione a transferência de massa, no seio da fase 
liquida e dentro do gel de alginato, às equações de ajuste de dados.  
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Os valores obtidos para a velocidade de crescimento celular média, rC, de 0,11, 
0,23 e 0,95 g/L.h estão comparáveis aos obtidos nos experimentos de fermentação em 
batelada com células imobilizadas que ficaram na faixa de 0,18 à 0,46 g/L.h. 
Apesar dos valores ajustados não estarem tão próximos aos dados experimentais, 
foi possível realizar uma análise qualitativa do processo. Sendo necessário um melhor 
refinamento das equações utilizadas no modelo, como por exemplo, a adição de termos que 
envolva a transferência de massa do sistema, como o que foi descrito por Luong (1985) que 
estudou a fermentação alcoólica contínua em leito fixo realizando por células de Zymomonas 
mobilis imobilizadas em partículas de gel de k-carragenana. Esse autor afirmou que em meio 
com concentração de glicose de 10 g/L, os efeitos difusivos eram desprezíveis se o diâmetro 
das partículas fosse igual ou menor que 1 mm.  
Sobretudo, é notório que apesar da variedade de parâmetros disponíveis em um 
processo de fermentação alcoólica, os mesmos ainda parecem não serem suficientes para 
modelar esse processo, tendo em vista a dinâmica da reação que envolve o metabolismo de 
microrganismos. Dessa maneira, os resultados aqui obtidos servem como base para a 
modelagem, simulação e otimização de outros processos de fermentação que também 
envolvam a imobilização do biocatalisador. 
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6. CONCLUSÃO 
Fermentação em batelada 
 
 As fermentações em batelada processaram-se de maneira satisfatória.  
 A cepa JAY270 mostrou-se resistente à alta concentração de glicose no meio com boa 
produção de etanol; 
 A imobilização com alginato de cálcio e o recobrimento com quitosana influenciou 
positivamente no desenvolvimento dos experimentos de fermentação; 
 Foi possível realizar 8 bateladas sucessivas reutilizando o biocatalisador imobilizados 
em esferas de alginato de cálcio revestido com quitosana com menos de 50% de 
esferas rompidas ao final da última batelada, totalizando 94 horas de fermentação. Na 
primeira batelada não foi produzido etanol, atribuindo-se esse fato à fase de adaptação 
das células ao meio e ao aumento da resistência à transferência de massa imposta pelo 
gel de alginato e pelo recobrimento com quitosana. Porém, a produção média de etanol 
em 7 bateladas foi de 46 g/L, com rendimento de 89,5%, produtividade de 5,6 g/L.h e 
crescimento celular de 62% nas quatro primeiras bateladas. Esses resultados são 
extremamente satisfatório e está dentro dos valores encontrados na literatura. 
 
Absorção da glicose e do etanol 
 
 Houve absorção de glicose e etanol pelas esferas de alginato de cálcio com e sem o 
recobrimento com quitosana sem a presença de microrganismo. Isso explica 
decaimento brusco da concentração de glicose na primeira hora de reação nas 
fermentações em batelada. 
 Os dados do experimento de absorção de glicose se ajustaram à um modelo cinético de 
pseudo-2ª ordem. 
 As esferas recobertas com quitosana absorveram mais glicose, porém, a velocidade de 
absorção foi menor para essa configuração de imobilização do que para as esferas sem 
o recobrimento com quitosana, o que pode ser consequência da diminuição dos poros 
das esferas devido a presença da camada de quitosana. 
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 Após esses experimentos foi possível verificar a forte influência da transferência de 
massa no processo de fermentação com células imobilizadas.  
 
Fermentação em leito fixo 
 
 A configuração mais estável foi a de maior diâmetro e menor altura, Configuração B, 
proporcionando boa dispersão do CO2 e maior estabilidade das esferas de 
biocatalisador; 
 As esferas de alginato sem o revestimento com quitosana não apresentaram boa 
resistência mecânica na fermentação em leito fixo com praticamente 80% das esferas 
rompidas após 90 horas de fermentação (Teste-I), diferentemente das esferas com 
recobrimento de quitosana que boa parte permaneceu inteiras durante todo o processo; 
 A fermentação em leito fixo com revestimento com a quitosana, com alimentação de 
meio fermentativo com 300 g/L de glicose (Teste-II) foi mantida por 94 horas 
estabelecendo regime constante após, aproximadamente, 40 horas com uma produção 
média de etanol, rendimento, produtividade e fator de conversão YP/S de 71,8 g/L, 
70%, 0,36 e 6,0 g/L.h, respectivamente. Porém, houve alta concentração de açúcar 
residual na saída do biorreator; 
 O experimento de leito fixo com meio fermentativo contendo 100 g/L de glicose 
(Teste-III) apresentou conversão total de glicose quando se utilizou vazões baixas de 
alimentação. Para vazões mais elevadas houve alta concentração de açúcar residual. 
Os melhores resultados foram obtidos para vazão de 1,51 mL/min com concentração 
de etanol de 48,53 g/L, rendimento médio de 96,3%, produtividade de 20,9 g/L.h, e 
fator de conversão YP/S de 0,49 g/g. Cerca de 40% das esferas ainda permaneceram 
inteiras após 132 horas de processo;  
 O Teste-IV apresentou resultados reprodutíveis para a vazão de 1,51 mL/min por 120 
horas de operação, com concentração de etanol de 47,75 g/L, rendimento médio de 
81,01%, produtividade de 20,55 g/L.h, e fator de conversão YP/S de 0,41 g/g. Cerca de 
40% das esferas também permaneciam inteiras ao final do processo mostrando que o 
processo de fermentação com células imobilizadas em alginato de cálcio revestido 
com quitosana é altamente promissor. 
 
Modelagem matemática 
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 Para a modelagem do processo de fermentação com células imobilizadas foi utilizado 
três equações do balanço de massa para essa reação; 
  O método de Range-Kutta de 4ª ordem utilizando o programa Polymath mostrou-se 
satisfatório para o ajuste dos dados; 
 O crescimento celular no interior das esferas apresentou comportamento linear com o 
tempo com crescimento de 62 % nas quatro primeiras bateladas; 
 A equação de Monod com adição do termo de inibição por produto foi satisfatório 
para o ajuste dos dados experimentais e determinação de KS e µmax; 
 Para fermentação em batelada o KS e µmax foi de 48 g/L e 0,05 h
-1
, respectivamente. 
Para fermentação em leito fixo os valores de KS encontrados foram de 45,5 e 54,80 
g/L e os valores de µmax foram de 2,03 h
-1
 e 1,87 h
-1
. Os valores de µmax estão 
comparáveis aos encontrados na literatura sendo os valores mais elevados é 
consequência do retardamento da multiplicação celular em virtude do encapsulamento, 
porém isso não influenciou no processo havendo boa conversão de glicose em etanol. 
Os valores de Ks obtidos neste trabalho estão muito acima dos descritos na literatura, 
devido a negligencia dos termos de transferência de massa na modelagem matemática 
do presente estudo; 
 Os valores que melhor se ajustaram aos dados experimentais da fermentação em leito 
fixo foram: µmax de 0,05 h
-1
, Ks de 48 g/L, m de 0,05 h
-1
, YS/C de 1/0,01125 g/g e YP/C 
de 35 g/g.  
 Apesar do ajuste dos dados não terem sido tão bons foi possível realizar uma análise 
qualitativa do processo de fermentação em leito fixo com células imobilizadas em 
alginato de cálcio revestido com quitosana e os resultados aqui obtidos servem como 
base para a modelagem, simulação e otimização de outros processos de fermentação 
que também envolvam a imobilização do biocatalisador. 
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 Estudo da perda de cálcio das esferas de alginato de cálcio e a influência desse fator na 
resistência mecânica dessas esferas durante as fermentações; 
 Teste de fermentação alcoólica em leito fixo com células imobilizadas em biorreatores 
de outras dimensões e configurações das apresentadas nesse estudo; 
 Adição do termo que relaciona a transferência de massa na modelagem matemática do 
processo de fermentação com células imobilizadas; 
 Análise econômica e ambiental do processo de fermentação alcoólica com células 
imobilizadas em alginato de cálcio revestida com quitosana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
132 
8. REFERÊNCIA BIBLIOGRÁFICAS 
 
AGEITEC, Agência Embrapa de Informação Tecnológica. Árvore do conhecimento-Cana-
de-Açucar-Fermentação. Disponível em: 
<http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/cana-de-
acucar/arvore/CONTAG01_105_22122006154841.html> Acesso em: 15 ago. 2014. 
ALBARGHOUTHI, M.; FARA, D. A.; SALEEM, M.; EL-THAHER, T.; MATALKA, K. 
BADWAN, A.. Immobilization of antibodies on alginate-chitosan beads. International 
Journal of Pharmaceutics, v. 206, p. 23-34, 2000. 
ANDRADE, R. R.. Procedimento para o desenvolvimento de um modelo matemático 
robusto para o processo de fermentação alcoólica. Dissertação (Mestrado em Engenharia 
Química) - Faculdade de Engenharia Química, Universidade Estadual de Campinas - 
Unicamp, Campinas, 2007. 
ANDRESEN, I. L.; SMIDSROED, O.. Temperature dependence of the elastic properties of 
alginate gels. Carbohydrate Research, 58 (2), p. 271-279, 1977. 
ANDREWS, J. F.. A mathematical model for the continuous culture of microorganisms 
utilizing inhibitory substrate. Biotechnology and Bioengineering, Vol. 10, p. 707-723, 1968; 
ANDRIETTA, R. R.. Modelagem, simulação e controle de fermentação alcoólica contínua em 
escala industrial. Tese Doutorado, Universidade Estadual de Campinas–Faculdade de 
Engenharia de Alimentos–FEA–UNICAMP, Campinas–SP–Brasil, 1994. 
ARGUESO J. L.; CARAZZOLLE, M. F.; MIECZKOWSKI, P. A.; DUARTE, F. M.; 
NETTO, O. V. C.; MISSAWA, S. K.; GALZERANI, F.; COSTA, G. G. L.; VIDAL, R. O.; 
NORONHA, M. F; DOMINSKA, M.; ANDRIETTA, M. G.S.; ANDRIETTA; S. R.; 
CUNHA, A. F.; GOMES, L. H.; TAVARES, F. C. A.; ALCARDE, A. R.; DIETRICH, F. S.; 
MCCUSKER, J. H; PEREIRA, G. A. G.. Genome structure of a Saccharomyces cerevisiae 
strain widely used in bioethanol production. Genome Research, v. 19, p. 2258-2270, 2009. 
ATALA, D.I.P.; COSTA, A.C.; MACIEL FILHO, R.; MAUGERI FILHO, F.. Fermentação 
alcoólica com alta densidade celular: Modelagem cinética e convalidação de parâmetros. In: 
Livro de resumos do XIII Congresso Brasileiro de Engenharia Química, 2000. 
BADOTTI, F.; DÁRIO, M. G.; ALVES Jr., S. L.; CORDIOLI, M.; MILETTI, L. C.; 
ARAÚJO, P. S.; STAMBUK, B. U.. Switching the mode of sucrose utilization by 
Saccharomyces cerevisiae. Microbial Cell Factories, London, v. 7, n. 4, 2008. 
BAI, F. W.; ANDERSON, W. A.; MOO-YOUNG, M.. Ethanol fermentation technologies 
from sugar and starch feedstocks. Biotechnology Advances, v. 26, p. 89-105, 2008.  
BAILEY, J. E., e OLLIS, D. F.. Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill 
Book Company, New York, 1986. 
BAPTISTA, C. M. S. G.; CÓIAS, J. M. A.; OLIVEIRA, A.C.M.; ROCHA, J. M. S.. 
Immobilisation of yeasts for continuous fermentation. Communicating Current Research 
and Educational Topics and Trends in Applied Microbiology, Coimbra, Portugal, 2007. 
133 
BARROS, M. R. A.; CABRAL, J. M. S.; NOVAIS, J. M.. Production of ethanol by 
immobilized Saccharomyces Bayanus in an extractive fermentation system. Biotechnology 
and Bioengineering, v. XXIX, p. 1097-1104, 1987. 
BASSO L. C.; AMORIM, H. V; OLIVEIRA, A. J.; LOPES, M. L.. Yeast selection for fuel 
ethanol production in Brazil. FEMS Yeast Res, v. 8, p.1155-1163, 2008. 
BATISTA, M. A.. Estudo da imobilização de células de Saccharomyces cerevisiae em gel 
de alginato de cálcio no processo de fermentação alcoólica. Dissertação (Mestrado em 
Engenharia Química) - Universidade Federal de Uberlândia - UFU, Uberlândia-MG, 2005. 
BATISTOTE, M.; CARDOSO, C. A. L.; RAMOS, D. D.; ERNANDES, J. R.. Desempenho 
de leveduras obtidas em indústrias de Mato Grosso do Sul na produção de etanol em mosto a 
base de cana de açúcar. Ciência e Natura, UFSM, v. 32, n. 2, p. 83-95, 2010. 
BAYRAMOĞLU, G.; AKGÖL, S.; BULUT, A.; DENIZLI, A.; ARICA, M. Y.. Covalente 
immobilisation of invertase onto a reactive film composed of 2-hydroxyethyl metacrylate and 
glycidyl methacrylate: properties and application in a continuous flow system. Biochemical 
Engineering Journal, v. 14, p. 117-126, 2003. 
BERGEY, D. H.; HOLT, J. G.; BERGEY, D. H.. Bergey's manual of determinative 
bacteriology. 9th ed. Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins, 787p, 2000. 
BIROL, G.; DORUKER, P.; KIRDAR, B.; ÖNSAN, Z.I. & ÜLGEN, K.. Mathematical 
description of ethanol fermentation by immobilized Saccharomyces cerevisiae. Process 
Biochemistry, v. 33, n. 7, p. 763-771, 1998. 
BONOMI, A.; CHMIDELL, W.. Modelagem matemática e simulação de processos 
fermentativos. In. BORZANI, W. Biotecnologia Industrial, Vol. 2, Editora: Edgard Blucher, 
São Paulo, p. 123-178, 2001. 
BORGES, P. C. S.. Otimização dinâmica da fermentação alcoólica no processo em 
batelada alimentada. Dissertação (Mestrado em Engenharia Química) - Universidade 
Federal de Uberlândia - UFU, Uberlândia-MG, 2008. 
BRASIL. Imprensa oficial. Diário Oficial da União. Seção 1, ISSN 1677-7042, nº 44, 6 de 
março, 2015a. 
BRASIL. Imprensa Oficial. Ministério de Minas e Energia, Secretaria de Petróleo, Gás 
Natural e Combustíveis Renováveis, Departamento de Combustíveis Renováveis. Boletim 
mensal dos combustíveis renováveis, Edição nº 88, Maio, 2015b. 
CANILHA, L. W. C.; SILVA, J. B. A.. Biocatalizadores imobilizados: Uso de células e 
enzimas imobilizadas em processos biotecnológicos. Revista: Biotecnologia Ciencia & 
Desenvolvimento. Ano IX,  nº 36, p 48-57, 2006. 
CÁRDENAS, A.; ARGUELLES-MONAL, W.; GOYCOOLEA, F. M.; HIGUERA-
CIAPARA I.; PENICHE, C.. Diffusion through membranes of the polyelectrolyte complex of 
chitosan and alginate. Macromolecular Bioscience, v. 3, p. 535-539, 2003. 
CARVALHO, J. C. M., SATO, S. Fermentação Descontínua. In: Schmidell, Willibaldoet al. 
(Coord.). Biotecnologia Industrial: Engenharia Bioquímica. São Paulo: Edgar Blücher, v. 2, p. 
193-204, 2001 a; 
134 
CAVALIERI, N. J.. Obtenção e caracterização de filmes contendo alginato de sódio e 
quitosana para potencial aplicação no tratamento de lesões cutâneas. Dissertação 
(Mestrado em Engenharia de Materiais), Centro Federal de Educação tecnológica de Minas 
Gerais - CEFET, Belo Horizonte (MG) 2014. 
CERQUEIRA-LEITE, R. C.; LEAL, M. R. L. V.; CORTEZ, L. A. B.; GRIFFIN, W. M.; 
SCANDIFFIO, M. I. G.. Can Brazil replace 5% of the 2025 gasoline world demand with 
ethanol. Energy, v.34, p.655-661, 2009. 
COHEN, Y.. Biofiltration – the treatment of fluids by microorganisms immobilized into the 
filter bedding material: a review. Bioresource Technology, v. 77, n. 3, p.257-274, 2001. 
CORAZZA, M. L.; RODRIGUES, D. G.; NOZAKI, J. Preparação e caracterização do vinho 
de laranja. Química Nova, v. 24, n. 4, p. 449-452, 2001.  
CORCORAN, E.. The production and use of immobilized living microbial cells. In: 
WISEMAN, A. Topics in Enzyme and Fermentation Biotechnology. England: Ellis Horwood. 
v. 10, p. 12-50, 1985. 
CORDEIRO, P. T.. Estudo cinético da fermentação alcóolica com células imobilizadas em 
alginato de cálcio. Dissertação (Mestrado em Engenharia Química), Universidade Federal de 
Uberlândia - UFU, Belo Horizonte-MG, 2008. 
CASADEI, M. E.. Processos fermentativos a partir da cana-de-açúcar. Trabalho de 
Conclusão de Curso (Curso de Tecnologia de Alimentos), Faculdade de Tecnologia de 
Araçatuba, Araçatuba- SP, 2012. 
COVIELLO, T.; MATRICARDI, P.; MARIANECCI, C.; ALHAIQUE, F. . Polysaccharide 
hydrogels for modified release formulations: a review. Journal of Controlled Release, v. 
119, p. 5-24, 2007. 
COVIZZI, L. G.; GIESE, E. C.; GOMES, E. Imobilização de células microbianas e suas 
aplicações biotecnológicas. Semana: Ciências Exatas e Tecnológicas, Londrina, v. 28, n. 2, 
p. 143-160, 2007. 
DORAN, P. M; BAILEY, J. E.. Effects of immobilization on growth, fermentation properties, 
and macromolecular composition of Saccharomyces cerevisiae attached to gelatin biotechnol. 
Biotechnology and Bioengineering, v. XXVIII, p. 73-87, 1986. 
DUARTE, J. C.. Estudo da imobilização de células de Saccharomyces cerevisiae em 
suportes no processo de fermentação alcoólica. Dissertação (Mestrado de Engenharia 
Química), Faculdade de Engenharia Química, Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, 
Campinas-SP, 2011. 
DUNN, I. J.; MOR, J. R.. Variable-Volume Continuous Cultivation. Biotechnology and 
Bioengineering, v. 17, p. 1805-1822, 1975. 
EIADPUM, A.; LIMTONG, S.; PHISALAPHONG, M.. High-temperature ethanol 
fermentation by immobilized coculture of Kluyveromyces marxianus and Saccharomyces 
cerevisiae. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 114, n. 3, 325-329, 2012. 
FACCIOTTI, M. C. R.; In: SCHMIDELL, W.; LIMA, U. A.; AQUARONE, E.; BORZANI, 
W.. Biotecnologia Industrial: Engenharia Bioquímica. São Paulo, Edgard Blücher, v.2, 
Edgard Blücher, São Paulo, p. 223-225, 2001. 
135 
FASAHATI, P.; WOO, H. C.; LIU, J. J.. Industrial-scale bioethanol production from brown 
algae: Effects of pretreatment processes on plant economics. Applied Energy, v. 139, p. 175-
187, 2015. 
FOGLER, H. S.. Elementos de engenharia das reações químicas. 334 p., 4ed., 1939 
(tradução: Verônica Calado, Evaristo C. Biscaia Jr.), Rio de Janeiro, 2012. 
FREGONESI, A. A.. Adesão de células de Saccharomyces sp. em materiais inorgânicos 
para produção de etanol. Dissertação (Mestrado em Engenharia Química), Faculdade de 
Engenharia Química, Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas-SP, 1998. 
GABARDO, S.; RECH, R.; ROSA, C. A.; AYUB, M. A. Z.. Dynamics of ethanol production 
from whey and whey permeate by immobilized strains of Kluyveromyces marxianus in batch 
and continuous bioreactors. Renewable Energy, v. 69, p. 89-96, 2014. 
GABARDO, S.. Engenharia de biorreatores contínuos com células imobilizadas para a 
bioconversão de soro e permeado de soro de queijo à bioethanol. Tese Doutorado em 
Engenharia Química, Ubniversidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2015. 
GACESA, P.. Alginates. Carbohydrate Polymers, v. 8, p. 161-182, 1988. 
GALANAKIS, C. M.; KORDULIS, C.; KANELLAKI, M.;  KOUTINAS, A. A.; 
BEKATOROU, A.; LYCOURGHIOTIS, A.. Effect of pressure and temperature on alcoholic 
fermentation by Saccharomyces cerevisiae immobilized on c-alumina pellets. Bioresource 
Technology, v. 114, p. 492-498, 2012. 
GALASSI, G. R.. Estudo do processo fermentativo contínuo para produção de etanol 
utilizando células auto-imobilizadas em reatores tipo torre. Dissertação de Mestrado 
(Mestrado em Engenharia Química), Faculdade de Engenharia Química, Universidade 
Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas-SP, 2007. 
GARCIA-CRUZ, C. H., FOGGETTI, U.; SILVA, A. N.. Alginato bacteriano: Aspectos 
tecnológicos, características e produção.  Química Nova, v. 31, n. 7, p. 1800-1806, 2008.  
GENISHEVA, Z.; VILANOVA, M.; MUSSATTO, S. I.; TEIXEIRA, J. A., OLIVEIRA, J. 
M.. Consecutive alcoholic fermentations of white grape musts with yeasts immobilized on 
grape skins e Effect of biocatalyst storage and SO2 concentration on wine characteristics. 
LWT - Food Science and Technology, v. 59, p. 1114-1122, 2014.  
GHORBANI, F.; YOUNESI, H.; SARI, A. E.; NAJAFPOUR, G.. Cane molasses 
fermentation for continuous ethanol production in an immobilized cells reactor by 
Saccharomyces cerevisiae. Renewable Energy, v. 36, p. 503-509, 2011. 
GHOSE, T. K.; TYAGI, R. D.. Rapid Ethanol Fermentation of Cellulose Hydrolysate. II 
Product and Substrate Inhibition and Optimization of Fermentor Design. Biotechnology and 
Bioengineering, v. 21, p. 1401-1420, 1979. 
GOMBOTZ, W. R. & WEE, S. F.. Protein release from alginate matrices. Advanced Drug 
Delivery Reviews, v. 31, p. 267-285, 1998. 
GÓMEZ, L.; RAMÍREZ, H. L.; VILLALONGA, M. L.; HERNÁNDEZ, J.; VILLALONGA, 
R.. Immobilization of chitosan-modified invertase on alginate-coated chitin support via 
polyelectrolyte complex formation. Enzyme and Microbial Technology; v. 38, n. 1, p. 22-
27, 2006. 
136 
GOOSEN, M. F. A.; LI, Q; DUNN, T.; GRANDMAISON, E. W. Applications and 
properties of chitosans. v. 1, Cap. 1. Lancaster: Pensylvania, 1997; 
HARGREAVES, P. I.. Produção de etanol a partir de Kappaphycus alvarezii – 
Biocombustível de terceira geração. Tese (Doutorado em Ciências), Escola de Química, 
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, 2013. 
HISS, H.. Cinética de Processo Fermentativos. In LIMA, U. A.; AQUARONE, 
E.;BORZANI, W.; SCHMIDELL, W.. Biotecnologia Industrial - Volume 2: Engenharia 
Bioquímica. Editora: Edgard Blücher LTDA. São Paulo, p. 93-122, 2001. 
HOLCBERG, I. B; MARGALITH, P.. Alcoholic Fermentation by Immobilized Yeast at High 
Sugar Concentrations. European Journal Applied Microbiol Biotechnol, p. 133-140, 1981.  
HUNT, N. C.; GROVER, L. M.. Cell encapsulation using biopolymer gels for regenerative 
medicine. Biotechnology Letters, v.32, p.733-742, 2010. 
JIN, C. K; CHIANG, H. L., WANG, S. S.. Steady-state of the enhancement in ethanol 
productivity of continuos fermentation process employing a protein-phospholipid complex as 
a protecting agent. Enzyme and Microbial Technology, v. 3, p. 249-257, 1981. 
JOEKES, I.; MORAN, P. J.; RODRIGUES, J. A. R.; WENDHAUSEN, R.; TONELLA, E.; 
CASSIOLA, F.. Characterization of Saccharomyces cerevisiae immobilized onto chrisotyle 
for ethanol production. Journal of Chemical Technology & Biotechnology, v. 73, p. 54-58, 
1998. 
KLEIN, J.; WAGNER, F.. Methods for the immobilization of microbial cells. In: Applied 
Biochemistry and Bioengineering. Volume 4: Immobilized Microbial Cells, Academic Press, 
p. 12, NY, USA, 1983. 
KREGIEL, D.; BERLOWSKA, J.; AMBROZIAK, W.. Growth and metabolic activity of 
conventional and non-conventional yeasts immobilized in foamed alginate. Enzyme and 
Microbial Technology, v. 53,  p. 229-234, 2013. 
KOURKOUTAS, Y.; BEKATOROU, A.; BANAT, I.M.; MARCHANT, R.; KOUTINAS, 
A.A. Immobilization technologies and support materials suitable in alcohol beverages 
production: a review. Food Microbiology, v.21, p.377-397, 2004. 
KUBOTA, N.; TATSUMOTO, N.; SANO, T.;  TOYA, K. A..  Simple  preparation  of  half  
N-acetylated  chitosan highly  soluble  in  water  and  aqueous  organic  solvent. 
Carbohydrate Research, p. 268-274, 2000. 
LEE, H.; KIM, S.; YOON, J.; KIM, K. H.; SEO, J.; PARK, Y.. Evolutionary engineering of 
Saccharomyces cerevisiae for efficient conversion of red algal biosugars to bioethanol. 
Bioresource Technology, v. 191, p. 445-451, 2015. 
LEHMKUHL, A. L.. Biorredução da 4-aminoacetofenona catalisada por célula de 
Saccharomyces cerevisiae sp. em sistemas bifásicos. Dissertação (Mestrado em Engenharia 
Química), Faculdade de Química, Universidade Regional de Blumenau - URB, Blumenau - 
SC, 2006. 
LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L.; COX, M. M.. Princípios de Bioquímica. Traduzido 
por SIMÕES, A. A.; LODE, W. R. N.. São Paulo: Ed. SARVIER, 2ª ed., 839 p., Tradução de: 
Principles of biochemistry, 1995. 
137 
LEVENSPIEL, O.. The Monod Equation. A Revisit and a Generalization to Product 
Inhibition Situation. Biotechnology and Bioengineering, v. 22, p.1671-1687, 1980. 
LI, F.; ZHAO, X. Q.; GE, X. M.; BAI, F. W.. Na innovative consecutive batch fermentation 
process for very-high-gravity etanol fermentation with self-flocculating yeast. Applied 
Microbiology and Biotechnology, v. 84, p. 1079-1086, 2009. 
LI, Y.; LI, W.; GAO, H.; XING, J.; LIU, H.. Interation of flocculation and asorptive 
immobilization of Pseudomonas delafieldii R-8 for diesel oil biodesulfurization. Journal of 
Chemical Tecnology and Biotechnology, v. 86, p. 246-250, 2010. 
LIMA, U. A.; BASSO, L. C.; AMORIM, H. V. In: LIMA, U. A. Biotecnologia Industrial: 
Processos Fermentativos e Enzimáticos. Biotecnologia Industrial; v. 3, São Paulo: Edgard 
Blucher, p. 1-43, 2001. 
LIMA, W. J. M.. Produção de proteína recombinante utilizando Escherichia coli em 
cultivo em alta densidade celular. Dissertação (Mestrado em Engenharia Química), 
Faculdade de Engenharia Química - Unicamp, Campinas (SP), p. 49, 2004.  
LIU, C. Z.; WANG, F.; OU-YANG, F.. Ethanol fermentation in a magnetically fluidized bed 
reactor with immobilized Saccharomyces cerevisiae in magnetic particles. Bioresource 
Tecnology, v. 100, p. 878-882, 2009. 
LUONG, J. H. T. Cell immobilization in k-caarrageenan for ethanol production, 
Biotechnology and Bioengineering, v. 27, p.1652-61, 1985. 
LUDWIG, K.M., P. OLIVA-NETO, D. F. A.. Quantificação da floculação de Saccharomyces 
cerevisiae por bactérias contaminantes da fermentação alcoólica. Ciência e Tecnologia de 
Alimentos,  v. 21, n. 1, p. 63-68, 2001. 
MARTINEZ, D. S. Estudo dos processos industriais de produção de etanol por 
fermentação. Trabalho de Conclusão de Curso (Curso de Engenharia Química), Faculdade de 
Engenharia Química Universidade Federal de Uberlândia - UFU, Uberlândia (MG), 2007. 
MELLO, R. A.. Produção do bioaroma acetoína por Hanseniaspora guilliermondii 
CCT3800 através do processo fermentativo batelada alimentada. Dissertação (Mestrado 
em Biotecnologia), Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, Florianópolis (SC), 
2001.  
MENEZES, T. J. B.. Etanol, o combustível do Brasil. São Paulo: Editora Agronômica Ceres 
Ltda., p. 141- 178, 1980. 
MILESSI, T. S. S.. Imobilização de células de Scheffersomyces stipitis para obtenção de 
etanol de segunda geração em biorreator STR tipo cesta. Dissertação (Mestrado em 
Engenharia Química), Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo - USP, 
p.54, Lorena (SP), 2012. 
MILESSI, T. S. S.; SILVA, S. S.. Potencial do gel de alginato de cálcio na imobilização da 
levedura Scheffersomyces stipitis visando a produção de etanol em hidrolisado 
hemicelulósico. 5º Simpósio Nacional de Biocombustíveis, Canoas (RS), 21 a 23 de março 
de 2012. 
MONOD, J.. Recherches sur la croissance des cultures bactériennes. Hermann & Cie. Paris, 
1942. 
138 
MOULINN, G.; BOZE, H.; GALZY, P.. Inibition of alcoholic fermentation by substrate and 
ethanol. Biotechnology Bioengineering, v. 22, n.11, p. 2375-2381, 1980. 
MOURA, C.. Quitina e quitosana produzidas a partir de resíduos de camarão e siri: avaliação 
do  processo em escala piloto. Vetor, v. 16, p. 37-45, 2006.    
MÜLLER, J. M.; SANTOS, R. L.; BRIGIDO, R. V.. Produção de Alginato por 
Microrganismos. Polímeros, vol. 21, n. 4, p. 305-310, 2011.  
MUZZARELLI, R. A. A.. Chitins and chitosans for the repair of wounded skin, nerve, 
cartilage and bone. Carbohydrate Polymers, v. 76, p. 167-182, Nov. 2009. 
NASCIMENTO, M. G.; ZANOTTO, S. P.; MELEGARI, S. P, MORAN, P. J. S.. Estudos de 
proteção da célula de Saccharomyces cerevisiae para utilização em reações de redução em 
meio orgânico. Química Nova, v. 25, n. 4, p. 567-571, 2002. 
NAGASHIMA, M.; AZUMA, M.; NOGUCID, S; INUZUKA, K; SAMEJIMA, H.. 
Continuous fermentation using immobilized yeast cells. Biotechnology Bioengineering, v. 
26, n. 8, p. 992-997, 1984. 
NAJAFPOUR, G.; YOUNESI, H.; ISMAIL, K. S. K.. Ethanol fermentation in an 
immobilized cell reactor using Saccharomyces cerevisiae. Bioresource Technology. v. 92, p. 
251-260, 2004. 
NELSON, D. L; COX, M. M.. Lehninger: Principles of Biochemistry. New York: Worth 
Publishers, 3. ed, p. 1152-2000, ano de publicação. 
NEVES, L. C. M.. Obtenção da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase utilizando 
Saccharomyces cerevisiae W303-181. Dissertação (Mestrado em Bioquímica-Farmacêutica). 
Universidade de São Paulo - USP, São Paulo (SP), 2003. 
NOGUEIRA, A. R. S.. Fermentação Contínua de Mosto com Leveduras Imobilizadas em 
Alginato. Dissertação (Mestrado em Engenharia Química), Universidade de Aveiro, Portugal, 
2009. 
NTIHUGA, J. N.; SENN, T.; GSCHWIND, P.; KOHLUS, R.. An evaluation of different 
bioreactor configurations for continuous bio-ethanol production. Applied Energy, v. 108 
194-201, 2013. 
ORTIZ, S. Produção de bioetanol a partir de resíduos agroindustriais. Dissertação 
(Mestrado em Engenharia Química), Universidade Regional de Blumenau, Blumenau-SC, 
2010. 
PACHECO, T. F. Fermentação alcoólica com leveduras de características floculantes em 
reator tipo torre com escoamento ascendente. Dissertação (Mestrado em Engenharia 
Química), Universidade Federal de Uberlândia - UFU, Uberlândia (MG), 2010. 
PARK, J. K.; CHANG, H. N.. Microencapsulation of microbial cells. Biotechnology 
Advances, v.18, p.303-319, 2000. 
PENMAN, A.; SANDERSON, G. R.. Carbohydrate Research, 25,273, 1972. 
139 
PEREIRA, F. B.; GOMES, D.G.; GUIMARÃES, P. M. R.; TEIXEIRA, J. A.; DOMINGUES, 
L.. Cell recycling during repeated very high gravity bio-ethanol fermentation using the 
industrial Saccharomyces cerevisiae stain PE-2. Biotecnology Letters, v. 34, p. 45-53, 2012. 
PEREIRA, F. B.; GUIMARÃES, P. M. R.; TEIXEIRA,  J. A.; DOMINGUES, L.. Selection 
of Saccharomyces cerevisiae strains for efficient very high gravity bio-ethanol fermentation 
processes. Biotechnology Letters, v. 32, p. 1655-1661, 2010.  
PHISALAPHONG, M; SRIRATTANA, N.; TANTHAPANICHAKOON, W.. Mathematical 
modeling to investigate temperature effect on kinetic parameters of ethanol fermentation. 
Biochemical Engineering Journal, v. 28, p. 36-43, 2005. 
PILKINGTON, P. H; MARGARITIS, A.; MENSOUR, N. A.. Mass transfer characteristics of 
immobilized cells used in fermentation process. Critical Reviews in Biotechnology, v. 18, p. 
237-255, 1998. 
PLESSAS, S.; BEKATOROU, A.; KOUTINAS, A.A.; SOUPIONI, M.; BANAT, I. M.; 
MARCHANT, R.. Use of Saccharomyces cerevisiae cells immobilized on orange peel as 
biocatalyst for alcoholic fermentation. Bioresource Technology, v. 98, p. 860-865, 2007. 
PORTO, L. M. Modelagem de processo industrial de fermentação alcoólica contínua com 
reatores de mistura ligados em série. Tese (Doutorado em Engenharia Química). Faculdade 
de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas (SP), 
2005. 
PRADELA, J. G. C. Reatores com células imobilizadas. In: SCHMIDELL, W.; LIMA, U. 
A.; AQUARONE, E.; BORZANI, W.. Biotecnologia Industrial - v. 2, Editora Edgard Blucher 
LTDA, 2001. 
PRESCOTT, S. C.; DUNN, C. G.. Industrial Microbiology. 3
a
 ed., McGraw Hill Book 
Company, Inc. Nova Iorque, 943 p., 1959. 
QUERINO, M. V.. Desenvolvimento de processo de inoculação com microcarregador 
cytoline-1 visando o cultivo de célula cho-k1 em biorreator de leito fixo. Dissertação de 
Mestrado (Mestrado em Engenharia Química), Universidade de São Paulo - USP, São Carlos 
(SP), 2004. 
RABANEL, J.; BANQUY, X.; ZOUAOUI, H.; MOKHTAR, M.. Progress Technology in 
Microencapsulation Methods for Cell Therapy. Biotechnology Progress, v.25, n.4, p. 946-
963, 2009. 
RIGO, M.. Estudo de Fermentação Alcoólica por Células de Saccharomyces cerevisiae 
Imobilizadas em Crisotila. Dissertação (Mestrado em Engenharia de Alimentos), Faculdade 
de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas (SP), 
2001. 
ROCA, E.; CAMESELLE, C.; NUNHEZ, M. J.; LEMA, J. M.. Continuous ethanolic 
fermentation by Saccharomyces cerevisiae immobilised in Ca-alginate beads hardened with 
Al
3+
. Biotechnology Techniques, v. 9, n. 1, p. 815-820, 1995. 
RODRIGUES, A. P.. Preparação e caracterização de membranas de quitosana e alginato 
para aplicação na terapia de lesões. Tese (Doutorado em Engenharia Química), 
Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas (SP), 2008. 
140 
ROTA, E.; FLARES, J., NTIFIEZ, M. J.; LEMA, J. M.. Ethanolic fermentation by 
immobilized Saccharomyces cerevisiae in a semipilot pulsing packed-bed bioreactor. 
Enzyme and Microbial Technology, v. 19, p. 132-139, 1996. 
SANCHEZ, E. N.; ALHADEFF, E. M.; ROCHA-LeBO, M. H. M.; FERNANDES, R. C.; 
PEREIRA Jr., N.. Performance of a continuous bioreactor with immobilized yeast cells in the 
ethanol fermentation of molasses-stillage medium. Biotechnology Letters, v. 18, n.1, p.91-
94, 1996. 
SCHMIDELL, W., FACCIOTTI, M. C. R.. Biorreatores e processos fermentativos. In: 
Schmidell, Willibaldo et al. (Coord.). Biotecnologia Industrial: Engenharia Bioquímica. São 
Paulo (SP): Edgar Blucher, p. 179-192, v. 2, 2001. 
SHEN, F.; ZENG, Y.; DENG, S.; LIU, R. Bioethanol production from sweet sorghum stalk 
juice with immobilized yeast. Procedia Environmental Sciences, v. 11, p. 782 – 789, 2011; 
SILVA, C. M.; RIBEIRO, A. J., FIGUEIREDO, I. V.; GONCALVES, A. R.; VEIGA, F.. 
Alginate microspheres prepared by internal gelation: Development and effect on insulin 
stability. International Journal of Pharmaceutics, v. 311, 1-10, 2006.  
SILVA, H. S. R. C.; SANTOS, K. S. C. R.; FERREIRA, E. I.. Quitosana: derivados 
hidrossolúveis, aplicações farmacêuticas e avanços. Química Nova, v. 29, n. 4, p. 776-785, 
2006 b. 
SILVA, S. S.; MUSSATO, S. I.; SANTOS, J. C.; SANTOS, D. T.; POLIZEL, J.. Cell 
Immobilization and Xylitol Production using sugarcane bagasse as raw material. Applied 
Biochemistry and Biotechnology, v. 141, p. 215-227, 2007. 
SILVA, V. F. N. Estudo de pré-tratamento e sacarificação enzimática de resíduos 
agroindustriais como etapas no processo de obtenção de etanol celulósico. Dissertação 
(Mestrado em Ciências), Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo - USP, 
Lorena (SP), p. 22, 2009. 
SINGLA, A. K.; CHAWLA, M.. Chitosan : some pharmaceutical and biological aspects - an 
update. Journal of Pharmacy and Pharmacolog. v. 53, p. 1047-1067, 2011. 
SINGH, A.; SHARMA, P.; SARAN, A. K.; SINGH, N.; BISHNOI, N. R.. Comparative study 
on ethanol production from pretreated sugarcane bagasse using immobilized Saccharomyces 
cerevisiae on various matrices. Renewable Energy, v. 50, p. 488-493, 2013. 
SREE, N. K.; SRIDHAR, M.; SURESH, K.; BANAT, I. M; RAO, L. V.. High alcohol 
production by repeated batch fermentation using an immobilized osmotolerante 
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, v. 24, p. 
222-226, 2000. 
STECKELBERG, C.. Caracterização de leveduras de processos de fermentação alcoólica 
utilizando atributos de composição celular e características cinéticas. Tese (Doutorado 
em Engenharia Química), Faculdade de Engenharia Química, Universidade Estadual de 
Campinas - Unicamp, Campinas (SP), 215 p., 2001. 
TAMPION, J.; TAMPION, M. D.. Immobilized cells: principles and applications. 
Cambridge University Press, 257 p., 1988. 
141 
TEXEIRA, C. G; SALATI, A.. Fermentação alcoólica do caldo de cana-de-açúcar Var. 
CO.280. II. influência da estirpe de fermento utilizada sobre o rendimento alcoólico. Boletim 
técnico de experimentação e pesquisa, Instituto agronômico, v. 13, n.15, Campinas-SP, 1954; 
 
TOLEDO, E. C. V.. Modelagem, Simulação e Controle de Reatores Catalíticos de Leito 
Fixo. Campinas. Tese (Doutorado em Engenharia Química), Faculdade de Engenharia 
Química, Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas (SP), 1999. 
 
TONIATO, J.. Determinação de parâmetros cinéticos de fermentação alcoólica em 
diferentes substratos. Dissertação (Mestrado em Agronomia), Faculdade de Ciências 
Agronômicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Unesp, Botucatu 
(SP), 2013. 
TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, A. L.. Microbiologia. 8ª edição, 1ª reimpressão, 
Artmed, Porto Alegre (RS), 2006. 
TOSETTO, G. M. Influência da matéria-prima no comportamento cinético de levedura na 
produção de etanol. Dissertação (Mestrado em Engenharia Química), Faculdade de 
Engenharia Química, Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas (SP), 2002. 
TYAGI, R. D.; GUPTAB S. K.; CHAND, S.. Process engineering studies on continuous 
ethanol production by immobilized S. cerevisiae. Process Biochemistry, v. 27, p. 23-32, 
1992. 
VASCONCELOS, J. N., VALDMAN, B.. Otimização do Processo de Fermentação Alcoólica 
através da Batelada Alimentada. V Simpósio de Avaliação de Safra da Agroindústria da 
Cana-de-Açúcar em Alagoas. Brasil Açucareiro, Rio de Janeiro (RJ), 106, n. 2, p. 38-48, 
1988. 
VICTOR, T. M. S.. Fermentações em mosto com altos teores de açúcar. Tese (Doutorado 
em Ciências), Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo - USP, 
Piracicaba (SP), 2014. 
VIEGAS, M. C.. Otimização de sistema de fermentação alcoólica continua utilizando 
reatores tipo torre e leveduras com características floculantes. Tese (Doutorado em 
Engenharia Química), Faculdade de Engenharia Química, Universidade Estadual de 
Campinas - Unicamp, Campinas (SP), 150 p., 2003. 
VUCUROVIC, V. M.; RAZMOVSKI, R. N.. Sugar beet pulp as support for Saccharomyces 
cerivisiae immobilization in bioethanol production. Industrial Crops and Products, v. 39, p. 
128-134, 2012. 
WENDHAUSEN, R.; FREGONESI, A.; MORAN, P. J. S.; JOEKES, I.; RODRIGURES, J. 
A. R.; TONELLA, E.; ALTHOFF, K.. Continuous Fermentation of Sugar Cane Syrup Using 
Immobilized Yeast Cells.  Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 91, n.  l, p. 48-52, 
2000. 
WILLIAMS, D.; MUNNECKE, D. M.. The production of ethanol by immobilized yeast cells. 
Biotechnology and Bioengineering, v. XXIII, p. 1813-1825, 1981. 
YANG, J.; XIE, Y.; HE, W.. Research progress on chemical modification of alginate: A 
review. Carbohydrate Polymers, v. 84, p. 33-39, 2011.  
142 
ZANOTTO, S. P.. Utilização de enzimas e microrganismos para a obtenção de compostos 
oticamente ativos.  Universidade Federal de Santa Catarina. Tese de Doutorado, 2003. 
 
 
 
 
